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1 EINLEITUNG 
1.1 Die humane intestinale Mikroflora 
1.1.1 Zusammensetzung und Funktion der Darmflora 
 
Der menschliche Körper ist mit etwa zehnfach mehr Bakterien besiedelt als er aus 
menschlichen Zellen besteht. Die inneren Organe sind dabei frei von Mikroben, aber 
Oberflächen, zu denen auch der Darm gehört, sind mit zahlreichen Bakterien bedeckt. 
Nach Schätzungen leben 10
14
 Bakterien im Darm, was ihn zu einem der am dichtesten 
besiedelten mikrobiellen Ökosysteme der Erde macht (Wassenaar, 2012). Der fetale Darm 
ist steril. Die Besiedlung beginnt unmittelbar nach der Geburt und wird beeinflusst durch 
die Art der Geburt, der kindlichen Ernährung, Hygiene und Medikamente (Grönlund et al., 
1999; Mändar und Mikelsaar, 1996). Im Laufe des Lebens ändert sich die intestinale 
Mikroflora abhängig von Lebensgewohnheiten, Ernährung und Alter (Hopkins et al., 2001; 
Zimmer et al., 2012). In Abbildung 1.1 ist eine Übersicht der mikrobiellen Verteilung im 
Gastrointestinaltrakt dargestellt. Magensäure, Galle und Pankreassaft verhindern eine 
übermäßige Kolonisation des Magens und des oberen Duodenums. Die bakterielle 
Besiedlung nimmt jedoch über Jejunum und Ileum bis hin zum Kolon stark zu. Im Kolon 
machen Bakterien etwa 60 % der fäkalen Masse aus (O'Hara und Shanahan, 2006). 
 
 
 
 
Abbildung 1.1: Mikrobielle Besiedlung des Gastrointestinaltrakts. 
Modifiziert nach (Sonnenborn und Greinwald, 1991). Bildquelle [1]. 
KBE = Koloniebildende Einheiten. 
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Es gibt Schätzungen, dass es mehr als 400 bakterielle Spezies im Intestinaltrakt gibt. Bis 
heute sind nur etwa 20 bis 40 % der im Gastrointestinaltrakt angesiedelten Bakterien 
kultiviert und charakterisiert worden (Liévin-Le Moal und Servin, 2006). 
Molekularbiologische Methoden stellen eine neue Möglichkeit dar, die gesamte Diversität 
der Mikroflora zu erfassen. Bei einer Studie, die auf 16S rRNA-Analysen basierte, konnten 
395 bakterielle Phylotypen identifiziert werden. Davon stellten 80 % Spezies dar, die 
bisher nicht kultiviert werden konnten. Die Mehrheit der abgeleiteten Spezies (90 %) 
gehörten zu den Abteilungen Bacteroidetes und Firmicutes (Hayashi et al., 2002; Hold et 
al., 2002; Wang et al., 2003; Eckburg et al., 2005). Die meisten der Firmicutes gehörten 
zur Klasse der Clostridia. Ein erheblicher Anteil gehörte zur Gruppe der Butyrat-
produzierenden Bakterien. Bei den Bacteroidetes gab es große Variationen zwischen den 
verschiedenen Probanden. Relativ wenige Sequenzen waren assoziiert mit Proteobakterien, 
Actinobakterien und Fusobakterien. Der geringe Anteil an Proteobakterien (inkl. 
Escherichia coli) ging einher mit vorangegangenen Studien (Hayashi et al., 2002; Wang et 
al., 2003), die belegten, dass diese nur etwa 0,1 % der Bakterien in der streng anaeroben 
Umgebung des Kolons repräsentieren. Alle archaealen Sequenzen bezogen sich auf 
Methanobrevibacter smithii (Eckburg et al., 2005; Bäckhed et al., 2005). Neue 
Sequenziermethoden der zweiten Generation ermöglichen eine genauere Untersuchung der 
intestinalen Diversität, da zuvor viele seltene Phylotypen von den dominierenden 
Bacteroidetes und Firmicutes überdeckt wurden. Bei der Pyrosequenzier-Methode 
dominierten Firmicutes (Ruminococcus, Clostridium, Eubacterium) mit > 80 %, gefolgt 
von Actinobacteria (v. a. Bifidobacterium) und Bacteroidetes (v. a. Bacteroides) 
(Andersson et al., 2008).  
Dieses sehr stabile und sehr komplexe mikroökologische System hat eine große Bedeutung 
für die Gesundheit des Wirtsorganismus. Die normale Darmflora stellt eine wichtige 
Barriere gegen die Ansiedlung darmpathogener Mikroorganismen dar (Savage, 1977). 
Kommensale Bakterien trainieren das darmassoziierte Immunsystem sowohl spezifisch als 
auch unspezifisch (Macpherson und Harris, 2004). Zudem erfüllt die Darmflora 
umfangreiche metabolische Funktionen. Sie kontrolliert die Differenzierung und 
Proliferation der Darmepithelzellen, baut körpereigene Substanzen wie Darmmucus und 
abgeschilferte Epithelzellen ab und entgiftet toxische oder (pro)karzinogene Stoffe. Die 
Zusammensetzung der Darmbakterien beeinflusst zudem das Milieu (pH-Wert-Absenkung, 
Sauerstoffverbrauch). Wichtige kurzkettige Karbonsäuren zur Energiegewinnung, 
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Förderung der Durchblutung, Stimulierung der Darmmotilität und Verbesserung der 
Resorption von Wasser und Elektrolyten werden ebenso zur Verfügung gestellt wie 
B-Vitamine und Vitamin K (Schulze et al., 2008; O'Hara und Shanahan, 2006). 
 
1.1.2 Die Rolle von Escherichia coli 
 
E. coli repräsentieren weniger als 0,1 % der intestinalen Mikroflora und stellen den 
vorherrschenden Anteil aerober/fakultativ anaerober Mikroorgansimen im Kolon dar 
(Eckburg et al., 2005). Die Rolle von E. coli im Darm kann sehr unterschiedlich sein. Der 
überwiegende Anteil der E. coli beim gesunden Menschen hat kommensalen Charakter, 
d.h. die Bakterien der sogenannten Normalflora nutzen den Lebensraum im Wirt und 
erfüllen wichtige Funktionen zu dessen Vorteil (siehe 1.1.1) (Tenaillon et al., 2010). 
Werden bestimmte Virulenzfaktoren erworben, können aus kommensalen Bakterien 
Pathogene werden (Farthing, 2004). Virulenzfaktoren sind z. B. Fimbrien, Invasine, Endo- 
oder Exotoxine. Im Falle von uropathogenen E. coli sind uroepithel-assoziierte Fimbrien 
(Melican et al., 2011) und Hämolysine (Justice und Hunstad, 2012) typische 
Virulenzfaktoren. Im Darm spielen enteropathogene E. coli (EPEC), enterotoxische E. coli 
(ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC) und enterohämorrhagische E. coli (EHEC) eine 
Rolle. EPEC bilden das eae kodierte Intimin, das an dem als „attaching and effacing“ 
bezeichneten Pathomechanismus beteiligt ist (Moon et al., 1983; Nougayrède et al., 2003). 
EHEC sind Produzenten von Shiga-Toxin und EHEC-Hämolysin (Karch et al., 2009), 
während EIEC in Enterozyten invadieren (Lan et al., 2004) und ETEC zwei mögliche 
Enterotoxine bilden: das hitzelabile LT und hitzestabile ST (Sack, 1975). Virulenz-
assoziierte Gene liegen häufig auf übertragbaren genetischen Elementen, z. B. 
Genominseln, Bakteriophagen, Plasmiden oder Transposons und können daher einfach 
zwischen verschiedenen Stämmen ausgetauscht werden (Hacker et al., 2003). So kann die 
Übertragung ganzer Pathogenitätsinseln, wie z. B. einer Polyketidsynthese-Insel, welche zu 
DNA-Doppelstrangbrüchen in eukaryotischen Zellen führen kann (Nougayrède et al., 
2006), durch horizontalen Gentransfer zur Evolution von Pathogenen beitragen (Hayashi, 
2006; Hacker und Kaper, 2000). 
Neben kommensalen und pathogenen E. coli können probiotische E. coli die Darmflora 
maßgeblich beeinflussen. Sie sind definiert durch gesundheitsfördernde Eigenschaften bei 
Abwesenheit von Virulenzfaktoren und werden im Abschnitt 1.3 ausführlich beschrieben. 
  
Einleitung 
 
4 
 
1.2 Störungen der Darmflora und Erkrankungen 
 
Veränderungen der natürlichen mikrobiellen Besiedlung können zu Störungen der 
Darmflora führen. Dabei ist zu unterscheiden, ob es zu einer Minderung der 
Gesamtkeimzahl, z. B. infolge einer Behandlung mit Breitbandantibiotika, oder zu 
Veränderungen im Spektrum der Darmsymbionten gekommen ist. Weitere Ursachen für 
Störungen der Darmflora können Umweltnoxen biologischer oder chemischer Natur, 
Veränderungen der Darmarchitektur (z. B. Karzinome) oder chirurgische Eingriffe sein. 
Auch diätetisch verursachte Formen, wie langjährige zu eiweiß- und fettreiche 
Fehlernährung, v. a. in Industrieländern, oder auch längere Fastenzeiten können Störungen 
verursachen. Ebenso spielen psychosoziale Einflüsse, wie z. B. Stress, oder systemische 
Erkrankungen, wie Immundefekte oder Diabetes mellitus, eine Rolle (Schulze et al., 2008). 
Infektiöse Darmerkrankungen sind meist bakterieller oder viraler Natur. Aber auch 
Protozoen, Amöben und Pilze können Darminfektionen auslösen (siehe Tabelle 1.1).  
 
Tabelle 1.1 Verursacher infektiöser Darmerkrankungen (ausgewählte Beispiele). 
Klassifikation Art Literatur 
Bakterien Escherichia coli (ETEC, EHEC, EPEC, EIEC, EAEC) (Clarke, 2001) 
 Salmonella sp. (Coburn et al., 2007) 
 Shigella sp. (Niyogi, 2005) 
 Listeria monocytogenes (Allerberger und Wagner, 2010) 
 Campylobacter jejuni, C. coli (Galanis, 2007) 
 Yersinia enterocolitica (Drummond et al., 2012) 
Viren Rotavirus 
(Eckardt und Baumgart, 2011) 
 Norovirus 
Protozoen Giardia lamblia (Espelage et al., 2010) 
Amöben Entamoeba histolytica (Bercu et al., 2007) 
Pilze Candida albicans (Nolting et al., 1998) 
 
Darminfektionen führen i. d. R. zu Diarrhöen. Nichtinvasive Infektionserreger, die an die 
Darmwand adhärieren oder Toxine sezernieren (z. B. Erreger vom Cholera-Typ), 
verursachen meist wässrige Durchfälle, während invasive Bakterien, die in die 
Darmschleimhaut eindringen (z. B. Shigellen, EIEC), eher zu blutigen oder blutig-
schleimigen Durchfällen führen. Funktionelle Darmerkrankungen sind neben dem 
Reizdarmsyndrom (RDS) und chronischer Obstipation auch chronisch-entzündliche 
Darmerkrankungen (CED). Das RDS ist ein Krankheitsbild, bei dem normalerweise keine 
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Entzündung oder organische Veränderung erkennbar ist (Kruis und Rebstock, 2001). Da 
die Diagnostik oft schwierig und kostenintensiv ist, wurden Kriterien festgelegt, um ein 
RDS feststellen zu können (Manning et al., 1978; Thompson, 1999). Das RDS ist relativ 
weit verbreitet und wird in Europa und den USA mit 10 – 20 % Betroffenen in der 
Bevölkerung beziffert, wobei mehr Frauen als Männer erkranken. Als Symptome treten 
v.a. abdominale Schmerzen oder Unwohlsein über mehrere Wochen hinweg in Verbindung 
mit Diarrhöen (Diarrhö-Typ) oder Obstipation (Obstipations-Typ) auf (Kruis und 
Rebstock, 2001).  
CED werden unterteilt in Colitis ulcerosa und Morbus Crohn. In Deutschland leiden mit 
steigender Inzidenz mehr als 300.000 Menschen an CED (Baumgart, 2009). Symptome 
sind u. a. Diarrhöen, abdominale Schmerzen, Blut- und/oder Schleimausscheidung, Fieber 
und Mangelernährung. Die Krankheiten werden verursacht durch eine inadäquate 
Immunantwort auf mikrobielle Antigene kommensaler Bakterien und damit verbundenen 
rezidivierenden oder kontinuierlichen entzündlichen Reaktionen des Darms. Die 
Beteiligung verschiedener Umweltfaktoren, z. B. geographische Einflüsse, Rauchen oder 
Hygienestandards, wurde im Zusammenhang mit einem dysregulierten Immunsystem 
diskutiert (Baumgart und Carding, 2007). Es gibt zahlreiche Forschungsarbeiten, die sich 
mit den Ursachen von CED beschäftigen und dabei auch genetische Faktoren analysieren. 
So wurde im Jahr 2009 ein Studie veröffentlich, bei der nachgewiesen werden konnte, dass 
Patienten mit CED Mutationen im Interleukin 10-Rezeptor (IL10-R) tragen. Immunzellen 
können somit nicht mehr auf IL10 reagieren, das eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der 
Immuntoleranz hat (Glocker et al., 2009). Therapieziel bei CED ist die 
Remissionserhaltung, wobei man sich bei der Behandlung nach Schweregrad, 
Ausbreitungsmuster der Erkrankung, dem Ansprechen auf vorangegangene Therapien und 
der individuellen Patientensituation richtet. Die Therapie erfolgt medikamentös mit 
Aminosalicylaten (z. B. Mesalazin), Immunsuppressiva (z. B. Prednisolon), Zytostatika 
(z.B. Methotrexat) und/oder TNFα-Blockern. Bei Bedarf können chirurgische Eingriffe 
notwendig sein (Baumgart, 2009). Viele Medikamente sind mit nicht unerheblichen 
Nebenwirkungen bis hin zu einem erhöhten Infektions-, Lymphom- oder Malignomrisiko 
bei der Verwendung von Biologika (Siegel et al., 2006) verbunden, was eine 
kontinuierliche Kontrolle und Überwachung des Therapieverlaufs notwendig macht. Eine 
Behandlung mit alternativen Therapiemethoden ist daher sinnvoll und wird im Kapitel 
1.3.3 diskutiert. 
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1.3 Probiotika 
1.3.1 Definition, Anforderungen, Beispiele 
 
Der Begriff „Probiotikum“ (sing.) setzt sich zusammen aus den griechischen Wörtern pro 
und bios, und bedeutet sinngemäß „für das Leben“. Die Definition des Begriffs hat sich 
seit seines vermutlichen Ursprungs im Jahr 1954 (Vergin, 1954) mehrfach geändert und 
lautet heute: 
„Probiotika sind lebende Mikroorganismen, die, wenn in ausreichender Menge verabreicht, 
dem Wirtsorganismus einen gesundheitlichen Nutzen bringen“ (FAO/WHO, 2001). 
Die Entwicklung der mikroökologischen und probiotischen Forschung begann bereits 1877 
als J. Joubert und L. Pasteur den Antagonismus „normaler Bakterien“ gegen Anthrax-
Bazillen beschrieben. 1916 entdeckte Alfred Nissle dann den bakteriellen Antagonismus 
normaler E. coli-Stämme gegen Salmonellen und begründet damit den therapeutischen 
Einsatz lebender Darmbakterien bei infektiösen Darmerkrankungen und postinfektiösen 
Darmfunktionsstörungen. In den folgenden Jahren wurden zunehmend Bakterien 
beschrieben, die einen positiven Einfluss auf die menschliche Gesundheit ausüben 
(Schulze et al., 2008). In Tabelle 1.2 ist eine Auswahl heute verwendeter Präparate für die 
mikrobielle Therapie in der Humanmedizin aufgeführt. 
Tabelle 1.2 Auswahl der wesentlichen Humanarzneimittel, die in Deutschland zugelassen sind und 
aus lebenden Mikroorganismen hergestellt werden (Rote Liste (ed.), 2011; Schulze et al., 2008). 
Typ Präparat Hersteller Mikroorganismen 
Milchsäure-
bakterien 
Döderlein Med Novartis Lactobacillus gasseri 
Eugalan Plus Toepfer Bifidobakterien, Lactobacillus acidophilus 
 Gynoflor Pierre Fabre  Lactobacillus acidophilus 
 InfectoDiarrstop LGG Infectopharm  Lactobacillus rhamnosus 
 Lacteol Axcan Lactobacillus fermentum, 
Lactobacillus delbrueckii 
 Omniflora N Novartis  Lactobacillus gasseri, 
Bifidobacterium longum 
 Paidoflor Ardeypharm Lactobacillus acidophilus 
 Symbioflor 1 SymbioPharm Enterococcus faecalis 
 Vagiflor Chiesi Lactobacillus acidophilus 
Koli- 
bakterien 
Colibiogen Laves Escherichia coli Laves 
Mutaflor Ardeypharm Escherichia coli Nissle 1917 
Symbioflor 2 SymbioPharm Escherichia coli  
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Hefen Omniflora akut Novartis Saccharomyces boulardii 
 Perenterol UCB Saccharomyces boulardii 
 Perocur forte Hexal Saccharomyces boulardii 
 Santax S Asche-Chiesi Saccharomyces boulardii 
 Yomogi Ardeypharm Saccharomyces boulardii 
 
Mikroorganismen, die als Probiotika eingesetzt werden, müssen bestimmte Kriterien 
erfüllen, die vor allem die Wirksamkeit und Sicherheit betreffen. Sie sollten humanen 
Ursprungs sein. Werden Mikroorganismen in lebender Form verabreicht, sollte eine 
Resistenz gegenüber Magensäure und Galle gewährleistet werden. Dies kann z. B. durch 
die Verwendung magensäureresistenter Gelatinekapseln erfolgen. Außerdem sollte der 
verwendete Bakterienstamm an Darmepithelzellen adhärieren und den Darm somit 
kolonisieren. Um eine Persistenz zu ermöglichen, sind bakterielle Fitnessfaktoren von 
Vorteil. Die Wirkung der Produkte sollte durch klinische Studien belegt sein. Von 
besonderer Bedeutung ist die Sicherheit. Dazu muss Apathogenität und genetische 
Stabilität nachgewiesen werden. Der verwendete bakterielle Stamm sollte zudem exakt 
identifiziert und taxonomisch korrekt bezeichnet sein. Eine umfangreiche 
molekularbiologische, serologische und biochemische Typisierung ist ebenfalls 
unabdingbar (Schulze et al., 2008; Fric, 2002). 
 
1.3.2 Wirkungen und Mechanismen 
 
Für die Erklärung, aufgrund welcher Mechanismen Probiotika ihre Wirkung ausüben, ist 
eine Untersuchung jedes einzelnen Produktes notwendig, da Wirkmechanismen oft 
stammspezifisch sind. Im Folgenden wird eine Auswahl der bisherigen Erkenntnisse zur 
Wirkweise von Probiotika wiedergegeben. 
Bei E. coli Nissle 1917 (EcN) wurden antagonistische Effekte gegenüber pathogenen oder 
potenziell pathogenen, adhärenten oder invasiven Mikroorganismen beobachtet 
(Altenhoefer et al., 2004; Kleta et al., 2006). Zudem gibt es zahlreiche Studien, die über 
die Beeinflussung der Barrierefunktion der Darmschleimhaut durch Probiotika berichten. 
Dabei geht es meist um eine chemisch (z. B. durch Dextran Natriumsulfat) oder infektiös 
geschädigte Darmbarriere, die durch Probiotika wiederhergestellt wird. Bei dem Einsatz 
probiotischer Laktobazillen und Bifidobakterien wurde eine Stärkung bzw. Regeneration 
der Mukosabarriere beobachtet (Mao et al., 1996; Zakostelska et al., 2011). Bei EcN 
konnte eine Hochregulation der Tight junction-Proteine ZO-1 und ZO-2 in murinen 
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Darmepithelzellen nachgewiesen werden (Ukena et al., 2007). Tight junctions bilden die 
basolaterale Verbindung zwischen benachbarten Enterozyten. Des Weiteren ist nach Gabe 
der probiotischen Hefe Saccharomyces boulardii die Aktivität der intestinalen 
Bürstensaumenzyme (Laktase, Maltase, Saccharase, alkalische Phosphatase) signifikant 
erhöht (Buts et al., 1986; Buts et al., 1994; Jahn et al., 1996). Zahlreiche Studien belegen 
eine Beeinflussung des darmassoziierten Immunsystems durch oral verabreichte 
Milchsäurebakterien (Blum et al., 2002; Erickson und Hubbard, 2000) sowie durch EcN 
(Lodinová-Zádníková et al., 1998). Der Nachweis immunmodulatorischer und 
antiinflammatorischer Wirkungen erfolgte für Lactobacillus-Stämme (Maassen et al., 
2000) und ebenso für EcN (Rasche et al., 2007; Grabig et al., 2006). EcN stimuliert u. a. 
die Produktion von Sauerstoffradikalen in aktivierten Mausmakrophagen in vitro, die eine 
starke antimikrobielle Wirkung haben (Hockertz, 1991). Die verschiedenen probiotischen 
Stämme zeigten unterschiedlichste regulatorische Effekte auf immunmodulierende 
Zytokine (Helwig et al., 2006; Gad et al., 2011; Castillo et al., 2011). So kommt es zum 
Beispiel zu einer verminderten Expression proinflammatorischer Zytokine bei 
gleichzeitiger Bildung antiinflammatorischer Moleküle (Drakes et al., 2004; Foligne et al., 
2007). Außerdem konnte bei EcN und Symbioflor 2 E. coli eine Induktion von 
antimikrobiellem humanen Beta-Defensin 2 (hBD-2) in Darmepithelzellen nachgewiesen 
werden (Möndel et al., 2009; Schlee et al., 2007). Probiotika können eine Reihe von 
bakterienabtötenden und inaktivierenden Substanzen sezernieren. Laktobazillen bilden 
Milchsäure. Die Hefe S. boulardii kann aufgrund besonderer proteolytischer Aktivitäten 
beispielsweise Toxine von Clostridium difficile inaktivieren (Castagliuolo et al., 1996). 
Andere probiotische Stämme bilden spezifisch wirkende Bakteriozine, z. B. EcN bildet die 
zwei verschiedenen antagonistisch aktiven Mikrozine M und H47 (Patzer et al., 2003). Die 
antimikrobielle Wirkung entsteht durch Porenbildung in der Zytoplasmamembran, 
Hemmung der Aktivität essentieller Enzyme oder unspezifische Degradation der DNA der 
empfindlichen Bakterien (Riley und Wertz, 2002). Prokaryotische antimikrobielle Peptide 
werden im Abschnitt 1.5 näher erläutert. 
Die Wirkmechanismen von Probiotika erscheinen komplex und spezifisch und sind daher 
weiterhin Gegenstand intensiver Forschungen.  
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1.3.3 Einsatzgebiete 
 
Probiotika können bei der Lebensmittelherstellung, der Nutztieraufzucht, in der 
Veterinärmedizin und in der Humanmedizin angewandt werden. Im Bereich der 
Humanmedizin können Probiotika sowohl zur Gesundheitsförderung als auch 
therapeutisch bei Darmerkrankungen eingesetzt werden (Ouwehand et al., 2002). Ein 
weiterer wichtiger Aspekt ist die Modulation des Immunsystems und die Behandlung 
allergischer Reaktionen (Lau et al., 2012; Di Felice G. et al., 2008; Habermann et al., 
2001). So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die Wahrscheinlichkeit früher 
atopischer Erkrankungen bei Kindern in Hoch-Risikofamilien bei einer präventiven 
Behandlung mit Lactobacillus GG deutlich geringer ist als bei Plazebo-behandelten 
Kindern (Kalliomäki et al., 2001). 
Eine ursprüngliche Idee bei der Verwendung von Probiotika ist die Modulation der 
Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora. Durch einen Wettbewerb um 
Adhärenzstellen und Nährstoffe, sowie infolge der Produktion antimikrobieller 
Substanzen, kann der Anteil weniger erwünschter Genera, wie Clostridien, zugunsten 
förderlicher Mikroorganismen verändert werden (Benno et al., 1996). Zudem gilt es eine 
Kolonisation mit pathogenen Mikroorganismen zu verhindern (Musgrave et al., 2011). Bei 
der Behandlung von Darmerkrankungen finden Probiotika v. a. bei akuter Gastroenteritis 
und CED Anwendung. Auch bei Laktoseintoleranz (He et al., 2008), postoperativer 
Behandlung kolorektaler Karzinome (Ohigashi et al., 2011) und Obstipation (Riezzo et al., 
2012) wird eine Therapie mit Probiotika in Betracht gezogen. Klinische Studien mit 
verschiedenen Lactobacilli und Bifidobakterien führten zu mäßigen Erfolgen im Bereich 
der präventiven Behandlung von Diarrhöen (Guandalini, 2011). Bei der Therapie wässriger 
Durchfälle konnten z. B. Erfolge mit S. boulardii und EcN belegt werden (Henker et al., 
2008; Correa et al., 2011). Eine Behandlung des Reizdarmsyndroms kann u. a. mit EcN, 
Symbioflor 2 und S. boulardii erfolgen (Choi et al., 2011; Martens et al., 2010; Enck et al., 
2009; Kruis et al., 2011). Probiotika werden intensiv für den Einsatz von CED diskutiert, 
da sie eine alternative, risikoarme und gut verträgliche Behandlung darstellen. Der in 
Mutaflor enthaltene probiotische Stamm EcN ist bei der Remissionserhaltung einer Colitis 
ulcerosa so effektiv wie der Goldstandard Mesalazin und bietet daher eine alternative 
Therapieoption (Kruis et al., 2004). Probiotische Präparate, die E. coli enthalten, werden 
im folgenden Abschnitt erläutert. 
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1.3.4 Mutaflor und Escherichia coli Nissle 1917 
 
Das probiotische Produkt Mutaflor wird in Deutschland von der Firma Ardeypharm 
(Herdecke) hergestellt und enthält lebende Zellen des Stamms E. coli Nissle 1917. 
Mutaflor ist in magensaftresistenten Kapseln oder, speziell für Neugeborene und 
Kleinkinder, als Suspension erhältlich und wird bei Durchfall, Verstopfung, 
Darmerkrankungen und zur allgemeinen Stärkung des Immunsystems angewandt 
(Quelle: [2]). Der Stamm wurde ursprünglich im Jahr 1917 von Prof. Alfred Nissle aus dem 
Stuhl eines Soldaten isoliert, der, im Gegensatz zu seinen Kameraden im Ersten Weltkrieg, 
nicht an Durchfällen litt. Das Potenzial des Stamms wurde schnell erkannt (Nissle, 1916) 
und so entwickelte Alfred Nissle in Freiburg in langen Jahren seine „Mutaflortherapie“ 
(Nissle, 1961). Eine intensive Erforschung der Ursachen und Wirkung dieses Präparates 
begann jedoch erst vor etwa 20 Jahren. Trotz zahlreicher Studien und Ansatzpunkte, sind 
die genauen Mechanismen der Wirkweise von EcN bis heute nicht bekannt. 
Genomanalysen erlaubten Einblicke in die Funktionsweise von EcN (Grozdanov et al., 
2004; Schmidt, 2009). Der Stamm enthält charakteristische Fitnessfaktoren (z. B. sechs 
Eisenaufnahmesysteme) und Adhäsine, die ihm einen Kolonisationsvorteil gegenüber 
anderen Bakterien verschaffen. Er exprimiert zwei verschiedene antibakteriell wirksame 
Mikrozine (Patzer et al., 2003) und besitzt eine K5 Kapsel, die eine immunogene Wirkung 
hat (Hafez et al., 2010). Ein Schema ist in Abbildung 4.2 dargestellt. Zahlreiche klinische 
Studien belegen die Wirksamkeit v. a. bei Diarrhöen bei Kindern (Henker et al., 2008) und 
bei Colitis ulcerosa (Rembacken et al., 1999; Kruis et al., 2004; Matthes et al., 2010). 
 
1.3.5 Probiotika von SymbioPharm 
1.3.5.1 Die Produkte von SymbioPharm 
 
Die Firma SymbioPharm (Herborn) ist ebenfalls auf die mikrobiologische Therapie 
spezialisiert. Die Symbioflor-Produkte (siehe Abbildung 1.2) finden seit über 55 Jahren 
Anwendung bei Magen-Darmbeschwerden inklusive des Reizdarmsyndroms sowie zur 
Unterstützung des Immunsystems, z. B. bei wiederkehrenden Entzündungen der 
Nasennebenhöhlen, der Bronchien oder der Rachenmandeln. Dabei werden die natürlichen 
Darmbakterien Enterococcus faecalis und E. coli als lebende Zellen oder steriles Autolysat 
eingesetzt (Quelle: [3]). 
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1.3.5.2 Symbioflor 2 - Zusammensetzung und Wirkprinzipien 
 
Symbioflor 2 besteht aus den lebenden Zellen und dem Autolysat von 1,5 bis 4,5 x 10
7
 
E. coli-Bakterien (DSM 17252). Es handelt sich um E. coli-Genomotypen humanen 
Ursprungs, die ursprünglich aus dem Habitat eines gesunden Spenders isoliert wurden 
(Quelle: [4]). Symbioflor 2 wird verwendet bei Magen-Darmbeschwerden, insbesondere 
bei Reizdarmsyndrom und ist sowohl für Erwachsene als auch für Kinder gut geeignet und 
verträglich. Die Wirksamkeit bei Reizdarmsyndrom wurde in ersten klinischen Studien 
bestätigt (Enck et al., 2009; Martens et al., 2010). 
Symbioflor besteht aus sechs E. coli-Genomotypen, die nach ursprünglicher Annahme von 
insgesamt 10 Genomotypen in G1/2, G3/10, G4/9, G5, G6/7 und G8 zusammengefasst 
wurden. Die Wirkmechanismen des E. coli-Präparats sind bisher weitgehend unbekannt. 
Ein probiotischer Wirkmechanismus ist die Induktion von humanem Beta-Defensin 2 
(hBD-2) in intestinalen Epithelzellen. Defensine sind antimikrobielle Moleküle, die an der 
ersten Linie der angeborenen Immunabwehr der Schleimhäute stehen und ein breites 
Wirkspektrum gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien sowie gegen Viren und 
Pilze haben (Huttner und Bevins, 1999). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass 
Symbioflor 2 die Sekretion von hBD-2 in vivo um das 3,5fache, verglichen zur Plazebo-
Behandlung, erhöht. In vitro wurde dann der E. coli Stamm G3/10, der in der Studie noch 
als E. coli G2 benannt wurde, als Induktor für eine erhöhte hBD-2 Expression in CACO-2 
Zellen identifiziert (Möndel et al., 2009). Die Genome aller sechs in Symbioflor 2 
enthaltenen E. coli-Genomotypen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysiert 
und teilweise funktionell charakterisiert. 
  
Abbildung 1.2: Produkte von Symbiopharm. 
Die Symbioflor-Produktreihe findet Anwendung bei 
verschiedenen bakteriellen Infektionen sowie zur 
Stärkung des Immunsystems. Bildquelle [4]. 
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1.4 Genomsequenzierung von E. coli  
 
Das erste sequenzierte Genom war nicht das eines Bakteriums, sondern eines bakteriellen 
Phagen. Es dauerte mehr als ein Jahr bis das Genom des Phagen φX174 sequenziert war. 
1980 erhielt F. Sanger für diese Arbeiten seinen zweiten Nobelpreis für Chemie (Sanger et 
al., 1978). Die Sequenziermethoden wurden schnell verbessert und so konnten die ersten 
kompletten bakteriellen Genome publiziert werden. Im Jahr 1997 wurde als erster E. coli 
der K-12 Stamm MG1655 vollständig entschlüsselt. Das Genom ist zirkulär, hat eine 
Länge von 4,6 Mb mit 4288 annotierten kodierenden Genen, sieben rRNA Operons und 86 
tRNAs. Trotz intensiver Forschungsarbeiten mit E. coli konnte bis heute einer Großzahl 
der annotierten Gene keine Funktion zugeordnet werden. Die Dichte der kodierenden 
Bereiche ist sehr hoch, d. h. im Durchschnitt befinden sich nur 118 nicht-kodierende Basen 
zwischen zwei Genen. Das Genom enthält zahlreiche mobile genetische Elemente, 
Wiederholungssequenzen, Prophagen und Phagenreste (Blattner et al., 1997). Diese 
damaligen Erkenntnisse treffen auch auf später sequenzierte E. coli-Genome zu. Die 
Sequenzierung von bakteriellen Genomen ist in den letzten Jahren sehr viel einfacher 
geworden, da stetig bessere Methoden und Techniken mit immer niedrigeren Kosten zur 
Verfügung stehen. Inzwischen sind mehr als 60 E. coli-Genome in öffentlich zugänglichen 
Datenbanken hinterlegt (Lukjancenko et al., 2010). Bakterielle Genome werden meist 
zirkulär dargestellt (Beispiel siehe Abbildung 3.1). Sie beginnen mit dem 
Replikationsursprung und enden mit der Terminatorregion. E. coli-Genome sind zu 20 % 
aus dem konservierten Kerngenom und zu 80 % aus variablen Bereichen zusammengesetzt 
(Lukjancenko et al., 2010). Das Kerngenom umfasst essentielle Gene, die z. B. 
verantwortlich sind für Transkription, Translation, Replikation sowie für wichtige 
Stoffwechselprozesse. Die durch horizontalen Gentransfer erworbenen Teile des flexiblen 
Genpools sind v. a. Genominseln (GEI), Bakteriophagen, Transposons und Integrons. 
Häufig sind in diesen Bereichen Virulenzfaktoren, Antibiotikaresistenzgene, 
Eisenaufnahmesysteme und andere Gene, welche die Anpassungsfähigkeit eines Stamms 
beeinflussen, kodiert (Dobrindt et al., 2004). Genominseln sind oft assoziiert mit einer 
tRNA und weichen vom mittleren GC-Gehalt des Wirtsorganismus ab (Hacker und Kaper, 
2000). E. coli-DNA besteht durchschnittlich aus 50 % AT und 50 % GC Basen. Der GC-
Gehalt in unterschiedlichen Genomabschnitten sowie der sogenannte GC Skew, der 
Hinweise auf den Replikationsursprung gibt, können in der zirkulären Form dargestellt 
werden. 
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Es gibt unterschiedliche Möglichkeiten, Genome miteinander zu vergleichen. Die optimale 
Methode ist dabei abhängig von der Frage, die gestellt wird. Graphische Programme 
ermöglichen die paarweise Aneinanderlegung ganzer Genome. Damit können konservierte 
Bereiche oder Integrationen einfach sichtbar gemacht werden. Wichtige Parameter zum 
Genomvergleich sind Anzahl und Sequenz von kodierenden Bereichen, tRNAs und 
rRNAs. Vor allem die 16S rDNA-Gene dienen als Basis für die taxonomische Einordnung 
von Bakterien (Fox et al., 1980). Eine weitere Möglichkeit ist der Vergleich auf Ebene des 
Proteoms, bei dem eine bestimmte Proteinfamilie betrachtet wird (Ussery et al., 2009). 
Das komplette Genom eines Stamms beinhaltet neben dem Chromosom meist auch ein 
oder mehrere natürliche Plasmide. Diese autonom replizierenden Elemente können eine 
Größe von bis zu mehreren Hundert Kilobasenpaaren haben. Die Plasmidsequenzen fallen 
infolge der hohen Kopienzahl während der Genomsequenzierung in den Rohdaten meist 
durch eine höhere Abdeckung auf oder werden aufgrund der Abweichung aussortiert. 
Dennoch ist die Bestimmung der Plasmidsequenzen sehr wichtig, da es sich z. B. um 
Fertilitätsplasmide, die zur Konjugation befähigt sind, oder um Virulenzplasmide handeln 
kann, die ein Bakterium zum Pathogen machen können. Ebenso können 
Antibiotikaresistenzen oder Gene für bestimmte metabolische Fähigkeiten plasmidkodiert 
sein (Funnell und Phillips, 2004). 
 
1.5 Antimikrobielle Peptide aus Prokaryonten 
1.5.1 Definition und Klassifikation von Bakteriozinen 
 
Bakteriozine wurden erstmals vor fast 100 Jahren als hitzelabile Produkte in Kulturen von 
E. coli V entdeckt, die toxisch gegenüber E. coli S wirkten. Das von E. coli produzierte 
Bakteriozin wurde als Colicin bezeichnet (Gratia, 1925). Seit dieser Zeit wurden zahlreiche 
Bakteriozine in Gram-negativen als auch Gram-positiven Bakterien beschrieben. Eine 
aktuelle Klassifizierung wurde von Rea et al. und Rebuffat vorgenommen (Drider und 
Rebuffat, 2011) und ist in Tabelle 1.3 zusammengefasst. Produzenten von antibakteriellen 
Peptiden sind in der Natur weit verbreitet und es wird vermutet, dass bei weitem noch nicht 
alle Substanzen entdeckt wurden. Das häufige Vorkommen von Bakteriozinen scheint ein 
Indiz für deren Bedeutung innerhalb einer Bakterienpopulation und dem damit 
verbundenen Wettbewerbsvorteil in komplexen mikrobiellen Nischen zu sein (O'Shea et 
al., 2009). Es wird vermutet, dass viele Bakteriozine nur in einer von Nährstoffmangel 
geprägten und dicht besiedelten Umgebung produziert werden (Riley und Wertz, 2002). 
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Tabelle 1.3 Antimikrobielle Peptide in Prokaryonten. Die Klassifizierung erfolgte nach (Drider 
und Rebuffat, 2011). 
Produzenten Klasse/ 
Gruppe 
Typ Produzierende Mikroorganismen 
(Beispiele) 
Gram-Positive Klasse I 
(modifizierte 
Bakteriozine) 
Lantibiotika Bacillus sp., Streptococcus sp., 
Staphylococcus sp., Lactococcus lactis 
Labyrinthopeptine Actinomadura namibiensis 
 Sactibiotika Bacillus sp. 
 Klasse II 
(unmodifizierte 
Bakteriozine) 
Pediozine und ähnliche Pediococcus sp., Lactococcus sp., 
Enterococcus sp. 
 Zwei-Peptid-
Bakteriozine 
Lactococcus sp., Lactobacillis sp. 
Bronchothrix campestris 
  Zirkuläre Bakteriozine Lactobacillus sp., Lactococcus sp. 
  Lineare nicht-pediozin-
ähnliche Bakteriozine 
Staphylococcus sp., Weissella sp. 
 Bakteriolysine 
(früher Klasse 
III) 
 Lactobacillus helveticus, Enterococcus 
faecalis, Streptococcus sp., 
Brevibacterium linens 
Gram-Negative Colicine und 
Colicin-
ähnliche 
Colicine E. coli 
 Cloacine Enterobacter cloacea 
 Pyocine Pseudomonas aeruginosa 
  Klebicine Klebsiella sp. 
  Alveicine Hafnia alvei 
 Mikrozine  Enterobakterien 
 
Eine Definition, die dem aktuellen Kenntnisstand gerecht wird, lautet:  
„Bakteriozine sind modifizierte oder nicht-modifizierte antimikrobielle Peptide,  
die von Bakterien produziert werden, welche selbst durch ein Immunitätssystem  
geschützt sind.“ (Drider und Rebuffat, 2011). 
Die häufigsten Produzenten von Bakteriozinen sind zu den Milchsäurebakterien zählende 
Gattungen wie Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc 
sowie einige Spezies der Gattung Streptococcus. Bakteriozine dieser Gattungen sind gut 
erforscht und finden bereits Anwendung (siehe 1.5.3) in den Bereichen der 
Lebensmittelkonservierung und der Human- oder Veterinärmedizin. Begründet ist dies 
vermutlich durch die Herkunft der Stämme und der damit verbundenen Sicherheit (De 
Vuyst L. und Leroy, 2007). 
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1.5.2 Mikrozine 
 
Der Begriff „Mikrozin“ wurde im Jahr 1976 eingeführt (Asensio und Perez-Diaz, 1976), 
um ribosomal synthetisierte antimikrobielle Peptide mit einer geringen molekularen Masse 
< 10 kDa zu beschreiben und von den größeren Colicinen (30-80 kDa) abzugrenzen. 
Produziert von Enterobakterien, meist E. coli, wird deren Synthese oft unter 
Stressbedingungen, wie Nährstoffmangel, angeschaltet. Auch Sauerstoffmangel wird als 
Stressfaktor in Betracht gezogen (Chiuchiolo et al., 2001; Lavina et al., 1990). Die Peptide 
sind stabil gegenüber Proteasen, extremen pH-Änderungen und Temperaturen. Mikrozine 
wirken bereits im nanomolaren Bereich. Die Aktivität von Mikrozinen ist meist gegen nah 
verwandte Spezies gerichtet. Somit können Mikrozin-Produzenten einen Wettbewerbs-
vorteil in der intestinalen Mikroflora erzielen (Baquero et al., 1978). Mikrozin-bildende 
Bakterien sind resistent gegenüber dem Mikrozin, das sie selbst bilden. Im Bereich der 
Mikrozine wird häufiger jedoch der Begriff „Selbst-Immunität“ verwendet. Die Immunität 
wird vermittelt durch mindestens ein Gen, welches im gleichen Gencluster lokalisiert ist 
(Duquesne et al., 2007). Die meisten der 14 bekannten Mikrozine sind plasmidkodiert 
(Baquero et al., 1978; San Millan et al., 1985; Novoa et al., 1986; Salomon und Farias, 
1992; Waters und Crosa, 1991; O'Brien und Mahanty, 1994), aber auch chromosomal 
kodierte antibakterielle Peptide sind bekannt (Poey et al., 2006). Die an der Produktion von 
Mikrozinen beteiligten Gencluster sind sehr variabel, zeigen aber eine grundlegende 
Struktur: ein Gen, welches das Mikrozin selbst kodiert; für Transport bzw. Sekretion 
verantwortliche Gene; ein Gen, welches zur Selbst-Immunität beiträgt sowie in manchen 
Fällen Gene, die Enzyme für die posttranslationale Modifikation kodieren (Duquesne et 
al., 2007). In Abbildung 1.3 ist die Vielfalt der genetischen Organisation der Mikrozin-
Gencluster dargestellt. 
Eine Klassifikation von Mikrozinen ist aufgrund der sehr unterschiedlichen Charakteristika 
sehr schwierig. Eine aktuelle Einordnung beruht auf Publikationen von S. Rebuffat und 
Duquesne et al. und wurde auf Grundlage von posttranslationaler Modifikation, 
genetischer Organisation und Sequenz der Signalpeptide erstellt (Rebuffat, 2011a; 
Duquesne et al., 2007). Die Einteilung erfolgte in die Klassen I, IIa und IIb (siehe 
Abbildung 1.3). 
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Abbildung 1.3: Genetische Organisation von Mikrozin-Genclustern (nach Duquesne et al., 2007). 
Die Gene sind als Pfeile in Transkriptionsrichtung dargestellt. Mikrozin-kodierende Gene sind 
gelb. Gene für Selbst-Immunität, Export und posttranslationale Modifikation sind rot, blau bzw. 
grün. Gleichgerichtete Wiederholungssequenzen, die MccC7/C51 und MccH47 flankieren, sind 
durch vertikale Striche angegeben. Fähnchen markieren Promotoren. Sequenzen mit einer 
signifikanten Homologie zu fur-Boxen (Eisenaufnahme-Regulatoren) sind als Raute dargestellt. 
Gennamen sind über oder unter den Pfeilen genannt. Für Gene, die spezifisch für ein Mikrozin  
innerhalb eines größeren Genclusters sind, wurde ein Farbschema verwendet, d. h. Gennamen in  
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Klasse I Mikrozine, zu denen die Mikrozine J25 (MccJ25), C7/C51 (MccC7/C51) und B17 
(MccB17) gehören, sind umfangreich posttranslational modifizierte Mikrozine mit einem 
Molekulargewicht < 5 kDa. Das kleinste bisher bekannte Mikrozin C7/C51 wird durch das 
24 bp lange Gen mccA kodiert, welches im Jahr 1994 als „das kleinste bekannte Gen“ 
publiziert wurde (González-Pastor et al., 1994). Bei Klasse I Mikrozinen liegt das für die 
Selbst-Immunität verantwortliche Gen nicht direkt angrenzend an das Mikrozin-Gen selbst. 
Zudem gibt es jeweils mindestens ein Gen, das für Export und Immunität zugleich 
verantwortlich ist. Der Mechanismus beruht dabei auf einer Ausschleusung des Mikrozins 
durch eine Effluxpumpe, sodass die intrazelluläre Konzentration unterhalb der minimalen 
Hemmkonzentration bleibt (Garrido et al., 1988; Solbiati et al., 1999). Bei Klasse II 
Mikrozinen sind mindestens zwei Gene am Export beteiligt. Sie zeigen große Homologien 
innerhalb der Klasse. Die Mikrozine haben Molekulargewichte > 5 kDa. Das Peptid-
Rückgrat wird keiner Modifikation unterzogen. Die linearen Polypeptide tragen C-terminal 
ein Siderophor als posttranslationale Modifikation (Vassiliadis et al., 2007). 
Klasse IIa Mikrozine sind typischerweise in vier Genen organisiert, die auf großen 
Plasmiden mit niedriger Kopienzahl kodiert sind. Dazu zählen die Mikrozine V (MccV, 
früher ColV), L (MccL) und 24 (Mcc24). In direkter Nachbarschaft zum Mikrozin wird 
jeweils ein Immunitätsprotein kodiert. Außerdem werden je zwei am Export beteiligte 
Proteine gebildet. Die Transportproteine innerhalb der Mikrozinklasse sind hoch homolog. 
Die Mikrozine selbst haben charakteristische Signalpeptide. MccV und MccL bilden 
Disulfidbrücken aus. 
Im Gegensatz zu allen bisher erwähnten Mikrozinen sind die Mikrozine der Klasse IIb 
chromosomal kodiert. Die genetische Organisation ist dabei sehr komplex. Als Beispiel 
dient der probiotische Stamm E. coli Nissle 1917, welcher die Mikrozine M (MccM) und 
H47 (MccH47) bildet (Patzer et al., 2003). Der Mikrozin-kodierende Bereich enthält Gene 
grün (blau bzw. rot) deuten auf die Zugehörigkeit zu einem bestimmten Mikrozin hin. Bei Klasse 
I Mikrozinen (A) sind Gene, die gleichzeitig für Immunität und Export verantwortlich sind, 
violett abgebildet. Das Gen mccE, dessen Produkt gleichzeitig für die posttranslationale 
Modifikation (N-terminal) als auch für die Immunität (C-terminale Region) gegenüber 
MccC7/C51 verantwortlich ist, ist mit einem grün-roten Gradienten dargestellt. Klasse IIa und 
Klasse IIb Mikrozine sind in (B) bzw. (C) aufgeführt. Für Klasse IIb Mikrozine ist der Name des 
E. coli-Stamms in Klammern angegeben. Gene mit unbekannter Funktion sind grau dargestellt. 
Gene, die homologe oder identische Proteine innerhalb eines Clusters kodieren, haben die gleiche 
Farbe in unterschiedlicher Helligkeit. Die Gene tra5, insC und insE, dargestellt in braun, 
kodieren für die Insertionssequenzen IS2 und IS3. Verkürzte Genbruchstücke in MccL, 
MccH47/I47 und MccM/MccH47 sind durchgestrichen. Mcc = Mikrozin. 
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für das Mikrozin selbst, ein Immunitätsgen, zwei Gene verantwortlich für die Sekretion 
sowie Gene, die zur posttranslationalen Modifikation beitragen. Des Weiteren sind Gene 
identifiziert worden, die für die Aktivität von Mikrozin H47 und die Regulation der 
Expression verantwortlich sind bzw. für die bisher keine Funktion zugeordnet werden 
konnte. Die Entdeckung kurzer direkter Wiederholungssequenzen, der geringere GC-
Gehalt sowie die Lokalisation einiger Mikrozin-Gencluster in Genominseln deuten auf den 
Erwerb von Mikrozinen über horizontalen Gentransfer hin (Duquesne et al., 2007). Ein 
weiteres Beispiel für Klasse IIb Mikrozine ist das von Klebsiella pneumoniae produzierte 
Mikrozin E492. 
 
1.5.3 Anwendungsgebiete - Gegenwart und Zukunft 
 
Mögliche Anwendungsgebiete für Bakteriozine, auf die im Folgenden näher eingegangen 
wird, liegen im Lebensmittelbereich sowie in der Human- und Veterinärmedizin (Gillor et 
al., 2004). 
Eine Verwendung von Bakteriozinen für die Lebensmittelkonservierung erscheint sinnvoll 
um:   
 1.  die Gefahr von Lebensmittelvergiftungen zu minimieren, 
2.  Kreuzkontaminationen in der Lebensmittelkette zu verhindern, 
3.  das Haltbarkeitsdatum zu verlängern, 
4.  Lebensmittel bei Temperaturschwankungen zu schützen, 
5.  ökonomische Verluste durch den Verderb von Lebensmitteln zu reduzieren, 
6.  den Zusatz chemischer Konservierungsstoffe einzuschränken, 
7.  eine physikalische Behandlung einzuschränken und Kosten zu minimieren und 
8. Verbraucher zufriedenzustellen, die natürlich-schmeckende, nur leicht konser-
vierte Fertigprodukte bevorzugen (Gálvez et al., 2011). 
Die von Milchsäurebakterien produzierten Lantibiotika werden bereits für die 
Konservierung von Lebensmitteln eingesetzt (Kuipers et al., 2011). Dabei wird 
unterschieden zwischen dem Einsatz von Bakteriozin-Präparaten, die durch Kultivierung 
des Produzenten unter anschließender Hitzeinaktivierung gewonnen wurden, und der 
Nutzung von lebenden Bakteriozin-produzierenden Kulturen (Gálvez et al., 2011). Als 
Beispiel gilt Nisin, welches in der Milchindustrie v. a. gegen Kontaminationen von Käse 
durch C. tyrobutyricum, C. botulinum und L. monozytogenes schon seit Jahren erfolgreich 
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eingesetzt wird (Sobrino-López und Martin-Belloso, 2008). Ebenso findet es Anwendung 
bei rohem und verarbeitetem Fleisch und Geflügel (Ercolini et al., 2010), bei 
Meeresfrüchten und Fisch (Neetoo et al., 2008), bei Getränken (Rojo-Bezares et al., 2007) 
sowie bei Obst und Gemüse, z. B. bei geschnittenen, verpackten Salaten (Allende et al., 
2007). 
Eine weitere wichtige Anwendungsmöglichkeit in der Human- und Veterinärmedizin 
ergibt sich infolge der massiven Zunahme von Resistenzen bei pathogenen Bakterien 
gegenüber klassischen Antibiotika. Von besonderer Bedeutung sind dabei Methicillin- 
resistente S. aureus-Stämme (MRSA) und Gram-negative Erreger mit einem erweiterten 
Spektrum an Beta-Laktamasen (ESBL), deren Behandlung zunehmend schwieriger wird. 
Mit Nachdruck werden alternative antimikrobielle Substanzen gesucht, die zur Therapie 
und Vorbeugung von Infektionserkrankungen bei Mensch und Tier verwendet werden 
können (Dicks et al., 2011). Es wurde beschrieben, dass das Lantibiotikum Mersacidin in 
vivo das Wachstum von MRSA hemmt (Kruszewska et al., 2004). Das von L. lactis 
produzierte Lacticin hemmt ebenfalls das Wachstum von MRSA und Vancomycin-
resistenten E. faecalis (Galvin et al., 1999). Enterobakterielle Mikrozine könnten daher 
geeignet für die Bekämpfung von ESBL-produzierenden Enterobakterien sein. In der 
Humanmedizin wird unter anderem eine Behandlung von chronischen P. aeruginosa 
Lungeninfektionen, Tuberkulose und Listeriose in Betracht gezogen (Dicks et al., 2011). 
Außerdem können Bakteriozin-produzierende Bakterien gezielt eingesetzt werden, um 
pathogene verwandte Stämme innerhalb eines Habitats zu verdrängen. So wurde ein 
Mutacin-produzierender S. mutans Stamm (Hillman et al., 1998) verwendet, um orale 
Karies-verursachende S. mutans Bakterien zu eliminieren (Dicks et al., 2011). 
In der Veterinärmedizin werden Bakteriozine vor allem für die Prävention und Behandlung 
einer Mastitis bei Milchvieh diskutiert. Die Mastitis ist eine durch Staphylokokken 
und/oder Streptokokken hervorgerufene Entzündung der Brustdrüsen, die in der 
Milchindustrie einen großen ökonomischen Schaden verursacht (Bradley, 2002). Eine 
Behandlung mit Nisin oder Lacticin zeigte Wirkung bei boviner Mastitis (Broadbent et al., 
1989; Ryan et al., 1999). Ein weiteres potenzielles Anwendungsgebiet ist die Verwendung 
von Mikrozinen als Antitumorwirkstoffe. Das von K. pneumoniae produzierte Mikrozin 
E492 induzierte biochemische und morphologische Änderungen typisch für Apoptose in 
verschiedenen humanen Zelllinien (Hetz et al., 2002; Lagos et al., 2009). Dadurch eröffnet 
sich ein komplett neues Forschungsgebiet für die Anwendung dieser antibakteriell 
wirksamen Substanzen. 
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1.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Probiotika gelten aufgrund langjähriger 
klinischer Anwendung als sicher. Escherichia coli Nissle 1917 wurde zudem in 
zahlreichen Studien untersucht und dessen molekulargenetische Eigenschaften und 
Wirkmechanismen dabei analysiert. Die Genomsequenzierung stellte dabei einen 
wichtigen Ansatzpunkt dar, um die phylogenetische Einordnung des Stamms, seine 
funktionelle Charakterisierung sowie eine genetisch basierte Sicherheitsanalyse zu 
ermöglichen. Viele Fragen sind dennoch unbeantwortet und daher das Ziel weiterer 
Forschungsarbeiten. In dieser Arbeit sollen die Kenntnisse über EcN erweitert werden. Im 
Mittelpunkt der Arbeit soll jedoch die Analyse der bakteriellen Komponenten von 
Symbioflor 2 stehen. Ziel ist es, die Genome der sechs darin enthaltenen E. coli zu 
sequenzieren. Darin inbegriffen sind die vollständige Annotation dieser Genome sowie die 
Identifizierung der enthaltenen Plasmide. Mit Hilfe daraus abgeleiteter Kenntnisse über 
strukturelle Komponenten oder Virulenz- und Fitnessfaktoren ist eine verbesserte Aussage 
über Sicherheit und Funktionsweise von Symbioflor 2 möglich. Zudem soll eine 
phylogenetische Einordnung der sechs E. coli-Genomotypen aus Symbioflor 2 erfolgen. 
Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden Ergebnisse generiert, die als Grundlage für diese 
Dissertation dienten. Es wurde beobachtet, dass EcN die Adhärenz von definierten 
Pathogenen an humane intestinale Epithelzellen inhibiert und diese Fähigkeit durch 
gezielte Mutationen aufgehoben werden kann. Im zweiten Teil dieser Arbeit wird nun die 
Ursache dieses beobachteten Effektes analysiert. Gleichzeitig werden die in Symbioflor 2 
enthaltenen E. coli in dem dafür verwendeten in vitro Adhärenzassay getestet. Ein dabei 
völlig neu entdecktes antibakterielles Peptid, genannt Mikrozin S, wurde anschließend 
genauer charakterisiert. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Materialien 
2.1.1 Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 
Die verwendeten Chemikalien analytischen Reinheitsgrades sowie Nährmedien, Enzyme, 
Größenstandards und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
AppliChem (Darmstadt), Applied Biosystems (Darmstadt), Becton Dickinson 
(Heidelberg), Biozym (Hessisch Oldendorf), Eppendorf (Hamburg), Eurogentec (Köln), 
Finnzymes (Espoo, Finnland), Fluka (Seelze), GE Healthcare (München), 
Gibco/Invitrogen (Karlsruhe), Greiner (Frickenhausen), J. T. Baker (Griesheim), Fermentas 
(St. Leon-Rot), Merck (Darmstadt), Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach), NEB New 
England Biolabs (Frankfurt a. M.), Nunc (Wiesbaden), Oxoid (Wesel), Promega 
(Mannheim), Qiagen (Hilden), Ratiopharm (Ulm), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth 
(Karlsruhe), Sarstedt (Göttingen), Schleicher und Schuell (Dassel), Serva (Heidelberg), 
Sigma-Aldrich (München). 
 
2.1.2 Verwendete Kits 
 
DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, Hilden) 
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) 
QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) 
HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) 
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) 
QIAquick 96 PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) 
Genomic DNA Buffer Set und Genomic-tips 100/G (Qiagen, Hilden) 
maxXbond AX (AppliChem, Darmstadt) 
 
2.1.3 Puffer und Stammlösungen 
 
Die Zusammensetzung aller verwendeten Puffer und Stammlösungen können der Tabelle 
2.1 entnommen werden. 
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Tabelle 2.1 Zusammensetzung aller selbst hergestellten Puffer und Stammlösungen. 
Bezeichnung  Zusammensetzung  
6 x DNA-Ladepuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanol, 40 % (w/v) Sucrose 
10 x PBS (pH 7,0) 1,5 M NaCl, 116 mM Na2HPO4, 18 mM NaH2PO4 
10 x TBE 890 mM Tris, 890 mM Borsäure, 20 mM EDTA (pH 8,0) 
TE (pH 8,0) 10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8,0) 
Lysozymlösung 10 mg/ml Lysozym in 0,25 M Tris-HCl (pH 8,0) 
Puffer 1 (pH 8,0) 50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA (pH 8,0) 
Stopp-Lösung 0,5 % (w/v) SDS, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0,4 M EDTA 
Cacodylatpuffer für EM 100 mM Cacodylat, 10 mM CaCl2, 10 mM MgCl2, 90 mM Saccharose, pH 6,9 
Fixierungslösung für EM 2 % (v/v) Glutaraldehyd, 5 % (v/v) Formaldehyd, in Cacodylatpuffer 
EM = Elektronenmikroskopie. 
 
2.1.4 Nährmedien zur Bakterienanzucht  
 
Alle Nährmedien und Lösungen wurden gemäß der Herstellerangaben in deionisiertem 
Wasser (Aqua dest.) gelöst und, sofern nicht anders angegeben, durch Autoklavieren bei 
121 °C und 1,5 bar für 20 min sterilisiert. 
Tabelle 2.2 Zusammensetzung der zur Bakterienanzucht verwendeten Nährmedien. 
Nährmedium Zusammensetzung  
LB-Agar  10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 15 g Agar-Agar, ad 1 l Aqua dest. 
LB-Bouillon (LBB) 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 1 l Aqua dest.; 
Blutagar  10 g Herz-Infus, 5 g NaCl, 10 g Pepton aus Fleisch, 15 g Agar-Agar, ad 1 l 
Aqua dest., 5-10 % (v/v) steriles defibriniertes Schafs- oder Kaninchenblut 
Hochschichtagar 15 g Nähragar in 200 ml Aqua dest.; 20 g Nährbouillon in 800 ml Aqua dest., 
getrennt autoklavieren, mischen und in Röhrchen abfüllen  
10x MOPS Stocklösung 1.) 83,72 g MOPS, 7,17 g Tricin, 300 ml Aqua dest., pH 7,4 mit KOH 
einstellen; ad 440 ml Aqua dest. 
2.) 0,028 g FeSO4 ,7H2O in 10 ml Aqua dest. 
3.) 50 ml 1,9 M NH4Cl, 10 ml 0,276 M K2SO4, 0,25 ml 0,02 M CaCl2 , 2H2O, 
2,1 ml 2,5 M MgCl2, 100 ml 5 M NaCl, 0,2 ml Micronutrient Stocklösung,  
387 ml Aqua dest. 
MOPS-Minimalmedium 100 ml 10x MOPS Stocklösung, 10 ml 0,132 M K2HPO4, 880 ml Aqua dest., 
pH 7,2 mit NaOH, 10 ml 20 % Glucoselösung 
Einfriermedium  60 ml LB-Medium, 40 ml Glycerin, sterilfiltriert 
SOB-Medium 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,584 g NaCl, 0,186 g KCl, pH 7,5, ad 1 l 
Aqua dest. 
SOC-Medium SOB-Medium mit 10 mM MgSO4, 10 mM MgCl2, 0,4 % (w/v) Glucose 
TY-Agar 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 16 g Agar-Agar, ad 1 l Aqua dest. 
TY-Weichagar 1,6 g Trypton, 1 g Hefeextrakt, 0,7 g Agar-Agar, 0,5 g NaCl,  
ad 100 ml Aqua dest. 
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2.1.5 Antibiotika 
 
Die in Tabelle 2.3 aufgeführten Antibiotika wurden den Nährmedien bei Bedarf nach dem 
Autoklavieren und Abkühlen auf unter 50 °C zugesetzt. Sie dienen der Selektion 
bestimmter antibiotikaresistenter Stämme oder Klone. Die Resistenz ist dabei genomisch 
oder plasmidkodiert. Alle Antibiotika wurden in 1000fach konzentrierten Stammlösungen 
mit Aqua dest. oder Ethanol verdünnt hergestellt. 
 
Tabelle 2.3 Zur Selektion verwendete Antibiotika. 
Antibiotikum Klasse  Wirkort Endkonzentration im 
Medium [µg/ml] 
Ampicillin (Amp) β-Laktam-Antibiotika Zellwand 100 
Chloramphenicol (Cm) Chloramphenicole Ribosomen 25 
Kanamycin (Km, Kana) Aminoglycoside Ribosomen 50 
Tetracyclin (Tet) Tetracycline Ribosomen 12,5 
Streptomycin (Sm) Aminoglycoside Ribosomen 30 
 
2.1.6 Zellkulturzubehör 
 
Für die Zellkultur wurden die in Tabelle 2.4 aufgeführten Medien und Reagenzien 
verwendet. Als Zellkulturmedium dient RPMI 1640-Medium unter Zugabe von 10 % 
Fetalem Kälberserum (FCS), das zuvor für 30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert wurde. Das 
Einfriermedium ist zusammengesetzt aus RPMI 1640-Medium mit 20 % hitzeinaktiviertem 
FCS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO). Alle in Tabelle 2.5 aufgeführten Zelllinien 
wurden bei der DSMZ gekauft (Drexler et al., 2001).  
 
Tabelle 2.4 Verwendete Zellkulturmedien und Reagenzien. 
Bezeichnung Hersteller 
RPMI 1640-Medium mit stabilem Glutamin Biochrom (Berlin) 
FCS Biochrom (Berlin) 
Trypsin-EDTA (0,05 %) Gibco/Invitrogen (Karlsruhe) 
Trypanblau  Gibco/Invitrogen (Karlsruhe) 
DMSO AppliChem (Darmstadt) 
DAPI Invitrogen (Karlsruhe) 
Vybrant DiO Cell-Labeling Solution Invitrogen (Karlsruhe) 
Slow Fade Gold antifade reagent  Invitrogen (Karlsruhe) 
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Tabelle 2.5 Verwendete Zelllinien. 
Bezeichnung Beschreibung DSMZ Nummer Referenz 
CACO-2 humane intestinale Epithelzellen aus 
einem Kolonadenokarzinom, isoliert aus 
einem Primärtumor 
ACC 169 (Rousset, 1986) 
HT-29 humane intestinale Epithelzellen aus 
einem Kolonadenokarzinom, isoliert aus 
einem Primärtumor 
ACC 299 (Rousset, 1986) 
LOVO humane intestinale Epithelzellen aus 
einem Kolonadenokarzinom, isoliert aus 
Lymphknotenmetastasen 
ACC 350 (Drewinko et al., 
1978) 
2.1.7 Bakterienstämme 
 
Die verwendeten Bakterienstämme sind in Tabelle 2.6 aufgelistet. 
 
Tabelle 2.6 Verwendete Bakterienstämme. 
Stamm  Genotyp Referenz/ Herkunft 
E. coli MG1655 K-12 Isolat (Blattner et al., 1997) 
E. coli MDS42 Genomreduzierter E. coli MG1655 
mit 3730 Genen 
Scarab Genomics, Madison, WI, 
USA (Pósfai et al., 2006) 
E. coli DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 
gyrA96 deoR nupG Ф80dlacZ∆M15 
∆(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rK
-
 
mK
+
), λ– 
(Hanahan, 1983) 
E. coli CFT073 Wildtyp O6:K2:H1 hlyCABD papG (Mobley et al., 1990) 
E. coli Nissle 1917 (EcN) Wildtyp O6:K5:H1 (Nissle, 1916) 
S. typhimurium  Wildtyp Patientenisolat TU Dresden 
EcNDS1 ∆GEI I (Schmidt, 2009) 
EcNDS12 ∆trd1 diese Arbeit 
EcNDS13 ∆trd3 diese Arbeit 
EcNDS15 ∆trd2 diese Arbeit 
EcNDS16 ∆fec diese Arbeit 
EcNDS20 ∆mcmA ∆mchB diese Arbeit 
EcNDS23 ∆mcmA diese Arbeit 
EcNDS24 ∆mchB diese Arbeit 
E. coli G1/2 Wildtyp DSM16441, SymbioPharm  
E. coli G3/10 Wildtyp DSM16443, SymbioPharm  
E. coli G4/9 Wildtyp DSM16444, SymbioPharm  
E. coli G5 Wildtyp DSM16445, SymbioPharm  
E. coli G6/7 Wildtyp DSM16446, SymbioPharm  
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E. coli G8 Wildtyp DSM16447, SymbioPharm  
E. coli E2348/69 (EPEC) Wildtyp (Donnenberg und Kaper, 1992) 
E. coli 86-24 (EHEC) O157:H7, Sm
R 
(Wells et al., 1983) 
E. coli FO1 (EHEC) O104:H4, ESBL Isolat aus Frankfurt (Oder), (Frank et 
al., 2011) 
E. coli DD (EHEC)  O104:H4, ESBL Isolat aus Dresden, (Frank et al., 
2011) 
E. coli FO2 (EHEC) O128:H2 Isolat aus Frankfurt (Oder) 
MDS = Multiple Deletion Strain; GEI = Genominsel; trd = Transposaseregion; EPEC = 
enteropathogene E. coli; EHEC = enterohämorrhagische E. coli; Sm = Streptomycin; 
ESBL = Extended spectrum beta-lactamase. 
 
 
2.1.8 Plasmide 
 
In Tabelle 2.7 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgeführt. 
 
Tabelle 2.7 Verwendete Plasmide. 
Plasmid  Relevanter Genotyp Referenz 
pUC19 Amp
R
, MCS (Yanisch-Perron et al., 1985) 
pUC4K Amp
R
, Kana
R
 (Vieira und Messing, 1982) 
pBR322 Amp
R
, Tet
R 
(Bolivar et al., 1977) 
pACYC184 Tet
R
, Cm
R 
(Rose, 1988) 
pAmCyan Amp
R 
(Matz et al., 1999) 
pMW211 Amp
R
, dsred (Sörensen et al., 2003) 
pST76A Amp
R
, ori
TS(30 °C)
, I-SceI-Schnittstelle  (Pósfai et al., 1997) 
pST76A-GEI1 Amp
R
, ori
TS(30 °C)
, I-SceI-Schnittstelle diese Arbeit 
pST76A-trd1 Amp
R
, ori
TS(30 °C)
, I-SceI-Schnittstelle diese Arbeit 
pST76A-trd2 Amp
R
, ori
TS(30 °C)
, I-SceI-Schnittstelle diese Arbeit 
pST76A-trd3 Amp
R
, ori
TS(30 °C)
, I-SceI-Schnittstelle diese Arbeit 
pST76A-fec Amp
R
, ori
TS(30 °C)
, I-SceI-Schnittstelle diese Arbeit 
pBCIsce Cm
R
, ori
TS(30 °C)
, I-SceI (Pósfai et al., 1999) 
pKD4 Amp
R
, Kana
R
, FRT-Stellen (Datsenko und Wanner, 2000) 
pKD46 Amp
R
, PBAD  λ Red System, ori
TS(30 °C)
 (Datsenko und Wanner, 2000) 
pCP20 Cm
R
, Amp
R
, FLP Rekombinase, 
ori
TS(30 °C)
 
(Datsenko und Wanner, 2000) 
pSYM1 pilX-Konjugationssystem, 
mcsS, mcsI, mcsA, mcsB 
diese Arbeit 
pSYM2  diese Arbeit 
pSYM3  diese Arbeit 
pSYM4  diese Arbeit 
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pSYM5  diese Arbeit 
pSYM6  diese Arbeit 
pSYM7  diese Arbeit 
pSYM8  diese Arbeit 
pSYM9  diese Arbeit 
pSYM10  diese Arbeit 
pSYM11  diese Arbeit 
pSYM12  diese Arbeit 
pSYM1-ST76An Amp
R
, pilX-Konjugationssystem,  
mcsS, mcsI, mcsA, mcsB 
diese Arbeit 
pAZ6 Amp
R
, mcsS, mcsI, mcsA, mcsB diese Arbeit 
pAZ8 Amp
R
, mcsI, mcsA, mcsB diese Arbeit 
pAZ9 Cm
R
, mcsS diese Arbeit 
pAZ10 Cm
R
, ORF1 diese Arbeit 
pAZ11 Cm
R
, ORF2 diese Arbeit 
pAZ12 Cm
R
, verkürztes mcsS diese Arbeit 
pAZ13 Amp
R
, mcsI diese Arbeit 
pAZ14 Amp
R
, verkürztes mcsI diese Arbeit 
pAZ15 Amp
R
, PBAD, mcsS diese Arbeit 
pGS1 Amp
R
, PBAD diese Arbeit 
MCS = Multiple cloning site; ori
TS
 = temperatursensitiver Replikationsursprung; I-SceI = 
Meganuklease; FRT = Flippase Recognition Target; FLP = Flippase; ORF = Offener 
Leserahmen; PBAD = araC Aktivator Promotor; Amp = Ampicillin; Cm = Chlor-
amphenicol; Kana = Kanamycin; Tet = Tetracyclin. 
 
 
  
2.1.9 Oligonukleotide  
 
Eine Liste der verwendeten Oligonukleotide der Firma Biomers (Ulm) ist im Anhang in 
Tabelle 7.1 und Tabelle 7.2 aufgeführt. 
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2.1.10 Enzyme 
 
Enzyme, die für molekularbiologische Arbeiten verwendet wurden, sind in Tabelle 2.8 
aufgeführt. 
 
Tabelle 2.8 Verwendete Enzyme. 
Name Hersteller 
GoTaq DNA-Polymerase Promega (Mannheim) 
Phusion Hot-Start DNA-Polymerase Finnzymes (Thermo Scientific, Vantaa, Finnland) 
Restriktionsendonukleasen NEB (Frankfurt a.M.) 
Fermentas (Thermo Scientific, St. Leon-Rot) 
Shrimp Alkaline Phosphatase USB, Affymetrix (Santa Clara, USA) 
Fermentas (Thermo Scientific, St. Leon-Rot) 
T7 DNA-Ligase NEB (Frankfurt a.M.) 
Lysozym Sigma Aldrich (München) 
RNase A Molzym (Bremen) 
Proteinase K  Molzym (Bremen) 
 
2.1.11 Software  
 
In Tabelle 2.9 sind die verwendeten Programme, Server und Datenbanken aufgeführt. 
 
Tabelle 2.9 Verwendete Software. 
Name Hersteller 
BioEdit 7.0.9 Ibis Biosciences, Carlsbad, USA 
BLASTn/ BLASTp [5] National Center for Biotechnology information (NCBI), 
Bethesda, USA 
CGView Server [8] Stothard Research Group, Edmonton, Kanada 
Chromas Version 2.31 Technelysium Pty Ltd., Brisbane, Australien 
Clone Manager 6.0 Sci Ed Central, Cary, USA 
EcoCyc [9] SRI International, Menlo Park, USA 
EDGAR 1.2 [7] Bioinformatics Resource Facility, Bielefeld 
ExPASy [6] Swiss Institute of Bioinformatics, Lausanne, Schweiz 
GenDB 2.4 [10] Bioinformatics Resource Facility, Bielefeld 
Mauve 2.3.1 Genome Evolution Laboratory, Madison, USA 
MS Office 2007 Microsoft, Redmont, USA 
Reference Manager Version 11 Thomson Research Soft., San Francisco, USA 
Die Internetadressen [5-10] sind auf Seite 139 aufgeführt. 
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2.2 Methoden  
2.2.1 Kultivierung von prokaryotischen Zellen 
2.2.1.1 Bakterienanzucht 
 
Bakterien wurden auf verschiedenen festen Nährböden oder in Flüssigkultur angezüchtet 
(siehe Tabelle 2.2). Nach Bedarf wurden ein oder mehrere Antibiotika zur Selektion 
zugesetzt (siehe Tabelle 2.3). Flüssigkulturen wurden bei 200 rpm im Inkubator (Edmund 
Bühler, Hechingen) geschüttelt. 
 
2.2.1.2 Stammhaltung 
 
Alle Stämme wurden in einer Stammsammlung verwaltet. Dazu wurden die Bakterien über 
Nacht auf LB-Agar angezüchtet und am nächsten Tag makroskopisch auf das Vorliegen 
einer Reinkultur überprüft. Das Koloniematerial wurde dann in 1 ml Einfriermedium (siehe 
Tabelle 2.2) aufgenommen und bei Temperaturen zwischen -80 °C und -120 °C gelagert. 
 
2.2.1.3 Wachstumskurven 
 
Nach Anzucht von Bakterien in einer Vorkultur und Inkubation über Nacht, wurden 
Hauptkulturen mit einer optischen Dichte bei 600 nm (A600) = 0,05 angeimpft. Die 
Inkubation der Flüssigkultur erfolgte dann bei 37 °C im Schüttelinkubator (Edmund 
Bühler, Hechingen), wobei bei Bedarf nach 1,5 h 0,2 % L-Arabinose (Sigma-Aldrich, 
München) zur Induktion des araC PBAD Aktivator-Promotors  zugesetzt wurde. 
Die Messung der A600 wurde im UV-Spektrometer Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech, GE 
Healthcare, München) durchgeführt und stündlich oder halbstündlich wiederholt. Zur 
Bestimmung der Zellzahl/ml wurde zu den gleichen Messpunkten eine Verdünnungsreihe 
in PBS angefertigt und auf LB-Agar ausplattiert. 
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2.2.2 Kultivierung von eukaryotischen Zellen 
2.2.2.1 Zellkultur 
 
Die verwendeten Zelllinien (siehe Tabelle 2.5) wurden in RPMI 1640-Medium mit 10 % 
FCS aufgenommen und im CO2-Inkubator (Heraeus Instruments, Hanau) bei 37 °C und 
5 % CO2 in Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) gelagert. Im Abstand von 
3-4 Tagen wurden die adhärenten Zellen mit Trypsin-EDTA gelöst und im Verhältnis von 
1:3 oder 1:5 in neue Zellkulturflaschen mit frischem Medium überführt. Für Zellversuche 
wurden 3-4 Tage vor dem Experiment ca. 10
5
 Zellen/ml in 24-Well-Platten (Greiner Bio-
One, Frickenhausen) ausgesät. Die Zellzahlbestimmung erfolgte unter Verwendung von 
Trypanblau in einer Neubauer-Zählkammer (Brand, Wertheim) (Materialien siehe 2.1.6). 
 
2.2.2.2 Einfrieren und Auftauen 
 
Nach Bestimmung der Zellzahl wurden je 10
6
 Zellen mit Einfriermedium, bestehend aus 
RPMI 1640-Medium mit 20 % FCS und 10 % DMSO, in Kryo-Röhrchen (Nunc, Thermo 
Scientific, Langenselbold) aufgenommen und ca. 2 Tage bei -80 °C zwischengelagert, um 
anschließend in flüssigen Stickstoff überführt zu werden. Das Auftauen erfolgte zügig 
unter Erwärmung und Aufnahme in vorgewärmtes Medium. Die Zellen wurden bei 1000 g 
für 10 min zentrifugiert (Heraeus Varifuge 3.0 R, Hanau) und das DMSO mit dem 
Überstand entfernt. Das Zellpellet wurde anschließend in frischem Zellkulturmedium 
aufgenommen. 
 
2.2.3 Kokultur-Versuche von pro- und eukaryotischen Zellen 
2.2.3.1 Adhärenzassay 
 
Der Adhärenzassay ist ein in vitro Testsystem, mit dem bestimmt werden kann, ob die Zahl 
von adhärenten Bakterienzellen an humane Darmepithelzellen durch die Vorinkubation mit 
unterschiedlichen, z. B. probiotischen Bakterienstämmen, beeinflusst wird. Das verwendete 
Protokoll ist eine modifizierte Variante von Kleta et al. (Kleta et al., 2006). 
Für den Adhärenzassay wurden humane Darmepithelzellen (CACO-2, LOVO, HT-29, 
Tabelle 2.5) zunächst mit einer Zellzahl von 10
5
 Zellen/Well in 24-Well-Platten ausgesät. 
Als Kontrolle diente ein Well ohne eukaryotische Zellen, um die unspezifische Adhärenz 
an die 24-Well-Platte bestimmen zu können. Nach etwa 3 Tagen erreichten die Zellen ein 
konfluentes Wachstum. Am Abend vor dem eigentlichen Versuchstag wurden 
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Übernachtkulturen aller verwendeten Stämme angesetzt. Für den ersten Inkubationsschritt 
wurden probiotische Wildtypstämme und deren Mutanten sowie Kontroll- und 
Vergleichsstämme benötigt. Im zweiten Inkubationsschritt wurden verschiedene adhärente 
Bakterienstämme genutzt, z. B. EPEC und EHEC (siehe Tabelle 2.6), die eine spezifische 
Resistenz gegenüber einem Antibiotikum besitzen. Zur späteren Selektion ist es wichtig, 
dass nur die adhärenten Stämme und kein zur Vorinkubation verwendeter Stamm diese 
Resistenz aufweisen. Daher wurden den verwendeten adhärenten Stämmen ggf. mittels 
Plasmiden entsprechende Resistenzen vermittelt. Am Versuchstag wurden frische 
Hauptkulturen beimpft und bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase 
inkubiert. 1-2 ml der Kulturen wurden dann bei 5000 g für 5 min zentrifugiert (Heraeus 
Varifuge 3.0 R, Hanau). Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte ein zweiter 
Zentrifugationsschritt und danach die Aufnahme in das gleiche Volumen 
Zellkulturmedium. Mit Hilfe zuvor gefertigter Wachstumskurven der verwendeten Stämme 
(siehe 2.2.1.3) wurden dann über die Absorption bei einer Wellenlänge von 600 nm (A600) 
die koloniebildenden Einheiten pro Milliliter (KBE/ml) ermittelt. In der Zwischenzeit 
wurde die Zellzahl der Zellkulturzellen exemplarisch aus einem Well bestimmt (siehe 
2.2.2.1) und das Zellkulturmedium durch frisches Medium ersetzt. Die Zellkulturzellen 
wurden mit einer Multiplizität der Infektion (MOI) von 100:1 (E. coli zu Wirtszellen) 
zunächst mit den zu testenden Stämmen infiziert und für 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert. Alle Versuche wurden in Doppelbestimmung durchgeführt. Zwei leere Wells 
ohne ausgesäte Zellen dienten als Adhärenzkontrolle. Nach drei Waschschritten mit PBS 
wurden die Zellen aller Wells mit einer MOI von 100:1 (E. coli zu Wirtszellen) mit den 
adhärenten Bakterienstämmen infiziert und 3 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. In dieser 
Zeit fand die Adhärenz statt. Danach wurde zweimal mit PBS gewaschen, um nicht 
adhärente Bakterien zu entfernen. Nach weiteren 3 h Inkubationszeit, mit dem Ziel der 
Adhärenzfestigung, erfolgten wiederum zwei Waschschritte und nachfolgend die Zelllyse 
mit 200 µl 0,1 %igem Triton X-100 (Sigma-Aldrich, München) in PBS. Nach kräftigem 
Mischen mit 800 µl LBB je Well wurde eine Verdünnungsreihe bis 10
-6
 angefertigt und die 
Verdünnungsstufen 10
-4
 bis 10
-6
 auf LB-Agar mit einem passenden Antibiotikum jeweils 
in Doppelbestimmung ausplattiert. Nach Inkubation bei 37 °C über Nacht wurden die 
KBE/Platte ausgezählt und die KBE/ml errechnet. Die Werte wurden anschließend 
graphisch dargestellt und die p-Werte mit Hilfe des Student´s t-Tests ermittelt.  
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2.2.3.2 Invasionsassay 
 
Bei dem Invasionsassay handelt es sich um ein in vitro Testsystem, mit dem bestimmt 
werden kann, ob die Zahl von invasiven Bakterienzellen in humane Darmepithelzellen 
durch die Vorinkubation mit unterschiedlichen, z. B. probiotischen Bakterienstämmen, 
beeinflusst wird. Das verwendete Protokoll stammt ursprünglich von Kleta et al. (Kleta et 
al., 2006) und wurde im Rahmen der medizinischen Doktorarbeit von Julia Müller 
(unveröffentlicht) modifiziert. Für den Assay wurden humane HT-29 Darmepithelzellen 
mit einer Zellzahl von 10
5
 Zellen/Well in 24-Well-Platten ausgesät. Nach etwa 3 Tagen 
erreichten die Zellen ein konfluentes Wachstum. Am Abend vor dem eigentlichen 
Versuchstag wurden Übernachtkulturen aller verwendeten Stämme angesetzt. Genutzt 
wurden probiotische Wildtypstämme bzw. Kontroll- und Vergleichsstämme sowie ein 
S. typhimurium Patientenisolat (siehe Tabelle 2.6.) als invasiver Stamm. Am Versuchstag 
wurden frische Hauptkulturen beimpft und bis zum Erreichen der exponentiellen 
Wachstumsphase inkubiert. 1-2 ml der Kulturen wurden dann bei 5000 g für 5 min 
zentrifugiert (Heraeus Varifuge 3.0 R, Hanau). Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte 
ein zweiter Zentrifugationsschritt und danach die Aufnahme in das gleiche Volumen 
Zellkulturmedium. Mit Hilfe zuvor gefertigter Wachstumskurven der verwendeten Stämme 
(siehe 2.2.1.3) wurden dann über die Messung der A600 die KBE/ml ermittelt. In der 
Zwischenzeit wurde die Zellzahl der Zellkulturzellen bestimmt (siehe 2.2.2.1) und das 
Zellkulturmedium durch frisches Medium ersetzt. Die Zellkulturzellen wurden mit einer 
MOI von 100:1 (E. coli zu Wirtszellen) zunächst mit den zu testenden Stämmen infiziert. 
Zeitgleich erfolgte die Zugabe der Salmonellen im gleichen Verhältnis wie die 
Teststämme. In zwei Wells wurden nur die Salmonellen gegeben, um einen Bezugswert 
(Negativkontrolle) zu erhalten. Alle Versuche wurden in Doppelbestimmung durchgeführt. 
Die Inkubation erfolgte für 3 h bei 37 °C und 5 % CO2. Nach drei Waschschritten mit PBS 
wurden in jedes Well 1,5 ml Zellkulturmedium mit 100 µg/ml Gentamicin (Ratiopharm, 
Ulm) gegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert. Das Aminoglykosid-Antibiotikum tötet 
extrazelluläre Bakterien ab und nur intrazelluläre Bakterien überleben. Zur 
Wirksamkeitskontrolle wurden aus einzelnen Wells 50 µl des Überstandes unverdünnt 
ausplattiert. Anschließend erfolgten wiederum zwei Waschschritte mit PBS und 
nachfolgend die Zelllyse mit 200 µl 0,1 %igem Triton X-100 (Sigma-Aldrich, München) 
in PBS. Nach kräftigem Mischen mit 800 µl LBB je Well wurde eine Verdünnungsreihe 
bis 10
-3
 angefertigt und die Verdünnungsstufen 10
-1
 bis 10
-3
 auf LB-Agar jeweils in 
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Doppelbestimmung ausplattiert. Nach Inkubation bei 37 °C über Nacht wurden die 
KBE/Platte ausgezählt und die KBE/ml errechnet. Die Werte wurden anschließend 
graphisch dargestellt und die p-Werte mit Hilfe des Student´s t-Tests ermittelt. 
 
2.2.3.3 Konfokalmikroskopie 
 
Für konfokalmikroskopische Aufnahmen wurden CACO-2 Zellen direkt auf 4-Well Lab-
Tek Chamber Slides (Nunc, Wiesbaden) ausgesät. Die Zellen wurden mit EcN DsRed 
infiziert, einem Stamm, der das Gen dsred auf dem Plasmid pMW211 kodiert. Nach einer 
Inkubationszeit von 2 h bei 37 °C wurde der Überstand entfernt und dreimal mit warmem 
PBS gewaschen. Wie im Abschnitt 2.2.3.2 beschrieben wurde mit Gentamicin behandelt 
und anschließend erneut mit PBS gewaschen. Der Objektträger wurde dann von der 
Kammer befreit und zweimal mit PBS gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte für 
20 min mit neutralgepufferter 3,7 %iger Formaldehydlösung in PBS. Nach dem 
Lufttrocknen erfolgte die Färbung der DNA und Membranen der CACO-2 Zellen mit 
DAPI bzw. Vybrant DiO (Materialien siehe Tabelle 2.4). Danach wurde der Objektträger 
mit PBS gewaschen, zum Entsalzen kurz in Aqua dest. gespült und nach dem Trocknen mit 
Slow Fade Gold Eindeckmedium eingedeckt. Die Konfokalmikroskopie wurde am LSM 
510 (Carl Zeiss, Jena) durchgeführt. 
 
2.2.3.4 Elektronenmikroskopie 
 
Für elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden CACO-2-Zellen in 24-Well-Platten mit 
EcN infiziert und für 2 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit warmem PBS 
gewaschen und mit Glutardialdehyd-Cacodylat-Lösung fixiert (siehe 2.1.3). Die 
Probenaufbereitung und rasterelektronen-mikroskopischen Aufnahmen mit dem DSM 982 
GEMINI (Carl Zeiss, Jena) wurden von Ina Schleicher und Manfred Rohde am HZI in 
Braunschweig angefertigt. 
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2.2.3.5 Hemmhoftest 
 
Der Hemmhoftest diente zum Nachweis der Mikrozinbildung und wurde in Anlehnung an 
ein Protokoll von Patzer et al. (Patzer et al., 2003) durchgeführt. Mikrozinbildende 
Stämme und Kontrollstämme wurden auf TY-Agar mit 50 µM Desferal (Novartis, 
Nürnberg), einem Eisenkomplexbildner zur Induktion von Eisenmangelbedingungen, 
punktförmig aufgebracht und über Nacht bei 37 °C angezüchtet. Der Indikatorstamm 
E. coli E2348/69 wurde dann in 2,5 ml TY-Weichagar über den Agar geschichtet. Die 
Bildung von Hemmhöfen wurde nach circa 16 h abgelesen. 
 
2.2.4 Molekularbiologische Methoden 
2.2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die PCR diente der Amplifikation von DNA-Molekülen (Mullis und Faloona, 1987), 
wobei verschiedene DNA-Polymerasen (siehe Tabelle 2.8) und i. d. R. 50 µl-Ansätze 
verwendet wurden (siehe Tabelle 2.10). DNA-Amplifikationen, deren Produkte 
molekularbiologisch weiterverwendet werden sollten, z. B. für Klonierungen (siehe 
2.2.4.15) oder Sequenzierungen (siehe 2.2.4.2), wurden mittels Phusion DNA-Polymerase 
durchgeführt. Diese Polymerase hat neben der 5´→ 3´ DNA-Polymerase-Funktion eine 
3´→ 5´ Exonuklease-Aktivität und damit eine Korrekturlesefunktion und hohe 
Genauigkeit. Bei allen anderen PCRs, hier als Standard-PCR deklariert, sowie bei 
Fehlfunktion der Phusion DNA-Polymerase wurde die GoTaq DNA-Polymerase 
verwendet. Die verwendeten Primer sind ab Seite 140 im Anhang zu entnehmen. Bei 
Bedarf, z. B. für Klonierungen, wurden den Primern zusätzlich zum bindenden Bereich 
5´-Überhänge angefügt, in denen Schnittstellen für Restriktionsenzyme enthalten sind. Als 
Matrize wurde präparierte genomische DNA (siehe 2.2.4.12), isolierte Plasmid-DNA 
(siehe 2.2.4.13) oder Koloniematerial eingesetzt. In Tabelle 2.11 ist eine Übersicht der 
verwendeten PCR-Programme dargestellt. Alle PCRs wurden im MasterCycler ep 
gradient S von Eppendorf (Hamburg) durchgeführt. 
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Tabelle 2.10 Zusammensetzung von PCR-Ansätzen. 
 Standard-PCR PCR mit 
Korrekturlesefunktion 
Komponenten Volumen/ 
Ansatz 
End-
konzentration 
Volumen/ 
Ansatz 
End-
konzentration 
5x PCR-Puffer (7,5 mM MgCl2) 10 µl 1x  10 µl 1x  
dNTPs (2 mM je dNTP) 5 µl 0,2 mM je dNTP 5 µl 0,2 mM je dNTP 
Vorwärtsprimer (20 pmol/µl) 1 µl 0,4 pmol/µl 1 µl 0,4 pmol/µl 
Rückwärtsprimer (20 pmol/µl) 1 µl 0,4 pmol/µl 1 µl 0,4 pmol/µl 
GoTaq DNA-Polymerase (5 U/µl) 0,25 µl 0,025 U/µl   
Phusion DNA-Polymerase (2 U/µl)   0,5 µl 0,02 U/µl 
PCR-Wasser ad 50 µl  ad 50 µl  
Template-DNA 0,25-5 µl < 0,5 µg 0,25-5 µl < 0,25 µg 
 
Tabelle 2.11 Übersicht der verwendeten PCR-Programme. 
 Standard-PCR PCR mit Korrekturlesefunktion 
Zyklus Temperatur 
in °C 
Zeit in 
min 
Zyklen-
anzahl 
Temperatur 
in °C 
Zeit in 
min 
Zyklen- 
anzahl 
Initiale 
Denaturierung  
95 2 1 98 0,5 1 
Denaturierung 95 0,5 35 98 0,5 30 
Anlagerung 50-65 0,5 55-70 0,5 
Elongation 72 1/kb 72 0,25-0,5/kb 
Finale Elongation 72 5 1 72 5 1 
Halten 4 ∞ 1 4 ∞ 1 
Eine besondere Variante der PCR stellt die Fusions-PCR dar, die im Folgenden genauer 
beschrieben wird. Die Fusions-PCR dient der Fusionierung beliebiger DNA-Abschnitte 
(siehe Abbildung 2.1). Dazu werden PCR-Produkte von zwei verschiedenen DNA-
Matrizen zunächst unter Verwendung von Primern mit Überhängen synthetisiert. Die 
Überhänge sind so gewählt, dass sie jeweils eine komplementäre Sequenz zu dem zu 
fusionierenden DNA-Molekül haben. Bei der eigentlichen Fusions-PCR werden beide 
PCR-Produkte als DNA-Matrizen eingesetzt. Es werden keine Primer zugegeben und 30 
Zyklen angewandt. Nach der Denaturierung lagern sich bei absinkender Temperatur die 
komplementären Teile der DNA-Moleküle zusammen. Die DNA-Polymerase füllt dann die 
Stränge am 3´ Ende mit dNTPs auf. Die Reaktion erfolgt somit linear. Anschließend wird 
das fusionierte PCR-Produkt als DNA-Matrize eingesetzt und mit Randprimern vollständig 
amplifiziert. Sofern in den Randprimern Schnittstellen für Restriktionsenzyme eingefügt 
wurden, kann das fusionierte PCR-Produkt für die Klonierung verwendet werden. 
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2.2.4.2 Sequenzierung kurzer DNA-Abschnitte 
 
Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode nach Sanger 
(Sanger et al., 1992). Der zu sequenzierende genomische DNA-Abschnitt (Plasmid oder 
PCR-Produkt) wird dazu zuerst mittels PCR amplifiziert (siehe 2.2.4.1). Der DNA-
Doppelstrang wird dann bei 96 °C denaturiert. Ausgehend von einem Primer wird dann der 
komplementäre Strang eines Einzelstranges mit Hilfe einer DNA-Polymerase verlängert. 
Für die Strangverlängerung stehen dNTPs und fluoreszenzmarkierte ddNTPs zur 
Verfügung. Diese Kettenabbruch-Nukleotide (ddNTPs) haben keine 3´-Hydroxygruppe. 
Eine Verlängerung ist an dieser Stelle daher nicht mehr möglich. Die vier 
unterschiedlichen ddNTPs sind mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die 
entstehenden Kettenabbruchprodukte werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt 
und mit einem Laser zur Fluoreszenz angeregt. Die ddNTPs am Ende jedes DNA- 
Fragments können so von einem Detektor erkannt werden. Im Chromatogramm ist die 
genaue Sequenz ersichtlich. 
Alle für die Sequenzierung benötigten Bestandteile sind im BigDye Terminator (Applied 
Biosystems, Darmstadt) enthalten, der nach Angaben des Herstellers verwendet wurde. 
Sequenzierungen wurden teilweise vollständig im Institut für Medizinische Mikrobiologie 
und Hygiene bearbeitet (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Darmstadt) oder 
alternativ an das Max-Planck-Institut für Molekulare Zellbiologie und Genetik (Dresden) 
bzw. an Seqlab (Göttingen) in Auftrag gegeben. 
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung einer Fusions-PCR. Primer A und C können 
Schnittstellen für Restriktionsenzyme im Überhang enthalten. Primer BR und BF haben Überhänge 
komplementär zu dem zu fusionierenden PCR-Produkt. 
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2.2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente unterschiedlicher 
Größe und Ladung in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Die Auftrennung der DNA 
erfolgte in 0,8 bis 2 %igen [w/v] Agarosegelen, die mit TBE-Puffer (siehe Tabelle 2.1) 
hergestellt wurden. Das elektrische Feld wurde mit den Electrophoresis Power Supply 
Geräten von Biotec-Fischer (Reiskirchen) und Amersham Pharmacia Biotech (GE 
Healthcare, München) erzeugt. Eine Spannung von ca. 5 V/cm Kammerlänge wurde 
angelegt. In Abhängigkeit der Taschengröße wurden 2 bis 50 µl DNA mit 6x Ladepuffer 
(siehe Tabelle 2.1) aufgetragen. Als Größenstandard wurde die 10 kb SmartLadder 
(Eurogentec, Köln) verwendet. Die Färbung der DNA erfolgte in einem separaten 
0,001 %igen Ethidiumbromid-Bad (Roth, Karlsruhe). Ethidiumbromid-Moleküle 
interkalieren in die Basen der DNA, wodurch sich das Absorptionsspektrum von 
Ethidiumbromid verändert und so die Fluoreszenz der Substanz bei Anregung mit UV-
Licht stark erhöht wird. Auf diese Weise leuchten im Agarosegel Nukleinsäurebanden hell 
auf, während Stellen ohne Nukleinsäuren dunkel erscheinen. Die Lichtintensität ist dabei 
proportional zur vorliegenden DNA-Konzentration (Waring, 1965). Die Dokumentation 
der Agarosegele erfolgte mit dem Gel Doc 2000-System (Bio-Rad, München).  
 
2.2.4.4 DNA-Reinigung  
2.2.4.4.1 Reinigung von DNA-Fragmenten 
 
DNA-Fragmente wurden vor der Weiterverwendung mit Hilfe des QIAquick PCR 
Purification Kits und des QIAquick 96 PCR Purification Kits (Qiagen, Hilden) gereinigt. 
Die Kits basieren auf dem Prinzip der DNA-Bindung an eine Silica-Membran unter 
Hochsalzkonzentrationen. Bei einem Waschschritt mit ethanolhaltigem Puffer werden 
Primer, Nukleotide, Enzyme und Salze entfernt. Nach dem Trocknen der Membran wird 
die DNA mit Niedrigsalzpuffer oder Wasser eluiert. 
  
Material und Methoden 
 
37 
 
2.2.4.4.2 Reinigung mittels Gelextraktion 
 
Nach der Auftrennung im Agarosegel (siehe 2.2.4.3) wurden die gewünschten Banden 
nach Markierung unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit Hilfe des 
QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) extrahiert. Das Gelstück wird dabei zuerst 
mit einem chaotropen Puffer mit pH Indikator bei 50 °C gelöst. Die DNA wird dann in 
Anwesenheit einer hohen Salzkonzentration an eine Silica-Membran gebunden. 
Verunreinigungen, wie Primer, Nukleotide, Enzyme und Salze werden durch Waschen mit 
ethanolhaltigem Puffer entfernt. Nach dem Trocknen der Membran wird die gereinigte 
DNA mit Niedrigsalzpuffer oder Wasser eluiert. 
 
2.2.4.4.3 Reinigung von Sequenzier-Reaktionen 
 
Sequenzier-Produkte wurden mit Hilfe des DyeEx 2.0 Spin Kits (Qiagen, Hilden) oder bei 
96 Reaktionen unter Verwendung von hydratisierter Sepharose Sephadex G-50 (GE 
Healthcare, München) nach Herstellerprotokoll gereinigt. Das DyeEx Gelfiltrations-
material besteht aus Kügelchen mit gleichförmigen Poren, die Moleküle anhand des 
Molekulargewichts separieren. Wenn die Sequenzier-Reaktion auf die Säule aufgetragen 
wird, diffundieren ungebundene Terminatoren (ddNTPs) in die Poren und werden in dem 
Material zurückgehalten, während das Sequenzierprodukt im Durchfluss aufgefangen wird. 
 
2.2.4.4.4 Alkoholische Fällung 
 
Die Ethanolfällung wurde für die Ankonzentration und das Umpuffern von DNA aus 
wässrigen Lösungen verwendet. Die DNA wurde mit 1 µl Glykogen (20 μg/μl, Roche), 3M 
Natrium-Acetat pH 5,2 (10 % des Ansatzes) und eiskaltem Ethanol absolut (2,5faches 
Volumen des Ansatzes) für mindestens 1 h bei -80 °C gefällt. Infolge der Zugabe von Salz 
und Alkohol wird die Nukleinsäure schwerer löslich und fällt aus. Glykogen ist in Ethanol 
nicht löslich und dient als inerter Träger, der in Anwesenheit von Salzen mit der 
Nukleinsäure ein Präzipitat formt. Nach 45 min Zentrifugation (Biofuge primoR, Heraeus, 
Hanau) bei 15000 rpm und 4 °C wurde das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und 
weitere 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert. Das Pellet wurde maximal 
30 min bei 45 °C im Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburg) getrocknet und 
zur weiteren Verwendung in TE-Puffer oder Wasser aufgenommen.  
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2.2.4.5 DNA-Konzentrationsbestimmung 
2.2.4.5.1 Absorptionsmessung 
 
Die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte an den Geräten 
Ultrospec 3000 und GeneQuant II (Pharmacia Biotech, GE Healthcare, München). Bei der 
Messung erfolgt eine Berechnung der DNA-Konzentration durch Multiplikation der 
Extinktion bei 260 nm (A260), des spezifischen molaren Extinktionskoeffizienten (εDNA = 
50) und des Verdünnungsfaktors. Außerdem werden die Extinktionen bei 280 nm und 
320 nm gemessen, deren Werte den Proteingehalt bzw. Hintergrund bestimmen. Die 
Reinheit der Probe wurde durch den Quotienten der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm 
bestimmt (A260/A280). Der Wert sollte optimal zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 
 
2.2.4.5.2 Konzentrationsbestimmung im Agarosegel 
 
Bei der Konzentrationsbestimmung im Agarosegel wurden 2 µl DNA aufgetragen und 5 µl 
SmartLadder (Eurogentec) als Größenstandard mitgeführt. Die SmartLadder hat laut 
Herstellerangaben eine definierte DNA-Konzentration der einzelnen Banden. Nach 
Auftrennung im Agarosegel und Anfärbung mit Ethidiumbromid kann dann anhand der 
Intensität der Banden die Konzentration der Probe abgeschätzt werden. 
 
2.2.4.6 Verwendung von Restriktionsendonukleasen 
 
Das sequenzspezifische Spalten von DNA erfolgt in der Regel mit Typ II-
Restriktionsendonukleasen (siehe Tabelle 2.8). Diese Enzyme schneiden spezifisch in einer 
oft palindromischen DNA-Erkennungssequenz von 4 bis 8 Basenpaaren. Mit Hilfe der 
Restriktionsenzyme können DNA-Sequenzen analysiert und DNA-Fragmente und 
Vektoren für die Klonierung vorbereitet werden. Dabei entstehen je nach Enzym und 
Schnittstelle glatte oder überhängende Enden, wobei diese entweder einen 3’- oder einen 
5’-Überhang aufweisen. Wichtig hierfür ist die Optimierung der Reaktionsbedingungen 
bezüglich Temperatur, Puffer und Zugabe von bovinem Serumalbumin (BSA). Die 
Verwendung von zwei unterschiedlichen Enzymen ist möglich, sofern die 
Reaktionsbedingungen vereinbar sind. I. d. R. wurde eine DNA-Menge von 0,3 bis 3 µg 
verdaut, wobei 10 U Enzym pro 300 ng DNA eingesetzt wurden. 
 
Material und Methoden 
 
39 
 
2.2.4.7 Dephosphorylierung 
 
Die Dephosphorylierung von 5´-Enden ist notwendig, um die Effizienz von Klonierungen 
zu steigern. Unter Verwendung von Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, siehe Tabelle 2.8) 
werden die 5´-Phosphatreste an den Vektorenden entfernt. Eine Religation des Vektors ist 
somit theoretisch nicht mehr möglich. Nur unter Anwesenheit eines klonierbaren DNA-
Fragments mit passenden Überhängen, inklusive 5´-Phosphat und einer DNA-Ligase (siehe 
2.2.4.8), kann es zu einem Ringschluss kommen. Die Durchführung erfolgte gemäß 
Herstellerangaben. 
 
2.2.4.8 Ligation 
 
Bei der Ligation werden DNA-Fragmente mit einer T4-DNA-Ligase unter Bildung von 
Phosphodiesterbindungen verknüpft. Die Enden müssen dabei zueinander passen, d. h. es 
müssen Enden gleicher Orientierung (3´/3´oder 5´/5´) und gleicher Überhangsequenz sein. 
Sollen verschiedene Enden ligiert werden, müssen diese zuvor durch Auffüllreaktionen 
oder Exonuklease-Aktivität modifiziert werden. Glatte Enden können beliebig miteinander 
ligiert werden. Die Ligation erfolgt mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (400 U, siehe Tabelle 
2.8) gemäß Hersteller-Protokoll. Die einzusetzende Menge zu klonierender DNA muss 
gemäß des molaren Verhältnisses und der verwendeten Überhänge berechnet werden.  
Eine Vektormenge von 50-100 ng wurde eingesetzt. 
  
 Insert [ng] = Vektor [ng] ∙ x x = 3 für überhängende Enden 
   F x = 5 für glatte Enden 
 
 F =  Vektorgröße [kb]/ Insertgröße [kb]  
 
Die Ligation erfolgte über Nacht im Kühlwasserbad (Haake, Sigma-Aldrich, München) bei 
14 °C. Anschließend erfolgte eine alkoholische Fällung (siehe 2.2.4.4.4) und die 
Aufnahme der DNA in 6 µl reines Wasser. 
 
2.2.4.9 Herstellung kompetenter Zellen 
 
Kompetente Bakterien sind so vorbehandelt, dass sie DNA aufnehmen können und somit 
transformierbar sind. I. d. R. wurden die Bakterien elektrokompetent gemacht. Dafür 
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wurden zuerst 50 bis 100 ml LBB aus einer Übernachtkultur angeimpft (Start-A600 ca. 
0,05) und bis zu einer A600 von ca. 0,6 im Schüttelinkubator bebrütet. Nach Stoppen des 
Wachstums durch eine zwanzigminütige Inkubation auf Eis erfolgten drei Waschschritte 
mit eiskaltem Aqua bidest. und Zentrifugation bei 4000 g für 15 min bei 4 °C (Varifuge 
3.0R, Heraeus Instruments, Hanau). Das Bakterienpellet wurde in 10 %igem eiskalten 
Glycerin in Aqua dest. aufgenommen, à 40 µl aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
 
2.2.4.10 Elektroporation 
 
Bei der Elektroporation (Neumann und Rosenheck, 1972) werden mit Hilfe eines 
elektrischen Feldes Mikroporen in der Bakterien-Zellmembran erzeugt, die sich innerhalb 
von Millisekunden wieder schließen. Wird DNA dazugegeben, können die Zellen diese 
aufnehmen. Die Poreninduktion hat jedoch auch den Verlust intrazellulärer Bestandteile 
zur Folge. Die Bakterien werden deshalb anschließend in SOC-Medium (siehe Tabelle 2.2) 
regeneriert. Für die Transformation von Plasmid-DNA in elektrokompetente Bakterien 
wurden die aliquotierten Zellen (siehe 2.2.4.9) zunächst auf Eis aufgetaut. Zu den Zellen 
wurden dann 10 bis 20 ng Plasmid-DNA oder ca. 2 µl des Ligationsansatzes (siehe 2.2.4.8) 
pipettiert und gemischt. Nach 5 min wurde die Mischung in Elektroporationsküvetten (Bio-
Rad, München) überführt. Die Elektroporation erfolgte am Gene Pulser II und Pulse 
Controller Plus (Bio-Rad, München) bei 2-2,5 kV, 200-400 Ω und 25 µF. Die Zellen 
wurden sofort in vorgewärmtem SOC-Medium aufgenommen und vor dem Ausplattieren 
auf Selektivnährböden mindestens eine Stunde bei 37 °C im Schüttler inkubiert. 
 
2.2.4.11 Konjugation 
 
Für die Erzeugung von Transkonjuganten wurden zunächst zwei geeignete 
Bakterienstämme als Donor bzw. Rezipient ausgewählt. Der Donorstamm trägt ein 
Plasmid, das durch Anwesenheit von Transferproteinen durch Konjugation übertragbar und 
gleichzeitig über einer Antibiotikaresistenz selektierbar ist. Der Rezipient sollte im 
Optimalfall ebenfalls über eine Resistenz oder eine Stoffwechseleigenschaft selektierbar 
sein. Donor und Rezipient wurden in 5 ml LBB unter Zugabe des entsprechenden 
Antibiotikums bis zu einer A600 von 0,5 bis 1 kultiviert. Die Bakterien wurden dann bei 
5000 g für 10 min zentrifugiert (Varifuge 3.0R, Heraeus Instruments, Hanau) und zweimal 
mit LBB gewaschen, um das Antibiotikum zu entfernen. Donor und Rezipient wurden 
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anschließend im Verhältnis 2:1 gemischt. Nach Zentrifugation der Mischung erfolgte die 
Aufnahme des Pellets in ca. 100 µl LBB. Die Resuspension wurde dann auf einer 
Blutagarplatte über Nacht bei 37 °C inkubiert. Der gewachsene Bakterienrasen wurde am 
nächsten Tag in einer Verdünnungsreihe auf antibiotikahaltigem LB-Agar ausplattiert. 
Transkonjuganten konnten mittels PCR (siehe 2.2.4.1) überprüft werden. 
 
2.2.4.12 Gewinnung von bakterieller Gesamt-DNA  
2.2.4.12.1 Verwendung eines kommerziellen Kits 
 
Genomische DNA aus Bakterien wurde mit Hilfe des Genomic DNA Preparation Kits 
(Qiagen, Hilden) unter Verwendung von Genomic Tip 100-Säulen (Qiagen, Hilden) 
isoliert. Die Isolation von chromosomaler DNA erfolgt dabei direkt aus der 
Übernachtkultur. Nach der Lyse der Zellen wird die DNA bei geringem Salzgehalt und 
optimalen pH-Bedingungen an einer Anionen-Austausch-Säule gebunden. RNA, Proteine 
und niedermolekulare Substanzen werden durch einen Waschschritt entfernt. Die 
verbleibende genomische DNA wird mit einem Puffer mit hohem Salzgehalt eluiert. Die 
Entsalzung erfolgt mit Hilfe der Isopropanolpräzipitation und dient gleichzeitig der 
Ankonzentrierung der DNA. Bei dieser Methode liegt die gewonnene DNA geschert vor, 
sodass ihre Qualität nicht für die Verwendung bei einer Genomsequenzierung ausreicht. 
 
2.2.4.12.2 Phenol-Chloroform-Extraktion  
 
Diese Methode wurde zur Gewinnung von Gesamt-DNA von Bakterien als Vorbereitung 
für die Genomsequenzierung durchgeführt, da die DNA durch die relativ schonende 
Behandlung nur minimal geschert wird. Es wurden 20 ml einer Übernachtkultur für 15 min 
bei 4 °C und 5000 g zentrifugiert (Varifuge 3.0R, Heraeus Instruments, Hanau). Das 
entstandene Pellet wurde dann in 2,5 ml Puffer 1 (alle Materialien siehe Tabelle 2.1) 
resuspendiert und kurz auf Eis inkubiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 
0,25 ml einer frisch hergestellten Lysozymlösung und 45 min Inkubation auf Eis mit 
anschließender Erhitzung auf 37 °C für 10 min. Nach Zugabe von 1 ml Stopp-Lösung, zu 
der 1 mg/ml Proteinase K frisch zugefügt wurde, wurde die Lösung vorsichtig invertiert. 
Anschließend erfolgte eine Inkubation im 50 °C heißen Wasserbad für 1 Stunde. Nach 
Inkubation der Probe mit 4 µl RNase A für 10 min bei Raumtemperatur, wurden 2 ml 
reines Aqua dest. zugegeben und invertiert. Das sich ergebende Gesamtvolumen wurde 
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dann in 1,25 ml-Aliquots in 2 ml-Eppendorf-Gefäße aufgeteilt und je 0,75 ml 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) (Roth, Karlsruhe) zugegeben. Unter 
Mischung kam es zu einer milchig trüben Ausfällung. Nach Zentrifugation für 15 min bei 
Raumtemperatur und 9000 g (Biofuge primoR, Heraeus, Hanau) wurde der obere wässrige 
Anteil bis zur Phasengrenze vorsichtig in ein neues Reaktionsgefäß überführt und der 
Schritt der Phenol-Chloroform Behandlung zweimal wiederholt. Die in der wässrigen 
Phase enthaltene DNA wurde anschließend gefällt (siehe 2.2.4.4.4) und nach dem 
Trocknen in ca. 100 µl 10 mM Tris-HCl, pH 8,5 aufgenommen, da das im TE-Puffer 
enthaltene EDTA die Sequenzierung stört. Die Qualität der isolierten Gesamt-DNA wurde 
durch Messung der Extinktionen bei verschiedenen Wellenlängen (A230, A260, A280) 
bestimmt. Die Anforderungen an DNA, die zur Genomsequenzierung verwendet werden 
soll, sind in Tabelle 2.12 aufgeführt. 
 
Tabelle 2.12 Anforderungen an die Gesamt-DNA zur Verwendung bei der 
Genomsequenzierung. 
Kriterium Empfohlener Wert 
Gesamtmenge 20-50 µg 
Gesamtvolumen 50 µl 
Konzentration 0,8-2 µg/µl 
A260/A230 1,8-2,1 
A260/A280 1,8-2,1 
2.2.4.13 Plasmid-Isolierung 
 
Die Präparation von Plasmiden in kleinem, mittlerem und großem Maßstab erfolgte mit 
den Mini-, Midi- und Maxi-Kits von Qiagen (siehe 2.1.2) gemäß Herstellerangaben. Die 
Kits nutzen das Prinzip der alkalischen Lyse mit NaOH und SDS in Anwesenheit von 
RNase A. Dabei wird Plasmid-DNA freigesetzt, während die chromosomale DNA 
weitestgehend zusammen mit Proteinen und Zelldetritus pelletiert wird. In Lösung 
befindliche Plasmid-DNA wird dann unter einem spezifischen Salzgehalt an eine Silica-
Membran (Mini) oder Anionen-Austauschersäule (Midi, Maxi) gebunden. RNA und 
Proteine werden durch Waschen entfernt. Die DNA wird anschließend mit geeignetem 
Puffer eluiert. Die Volumina der Bakterienkulturen sowie die Säulengrößen werden in 
Abhängigkeit von der Plasmidgröße, Kopienzahl pro Zelle und erwartetem Ertrag nach 
Herstellerangaben gewählt. 
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2.2.4.14 Genomische Deletionen 
2.2.4.14.1 Deletionsmethode nach Datsenko und Wanner 
 
Die von Datsenko und Wanner entwickelte Deletionsmethode (Datsenko und Wanner, 
2000) dient zur Deletion kleinerer genomischer Bereiche in einem Schritt (siehe Abbildung 
2.2). Dazu wurde zuerst die Kanamycin-Resistenzkassette mit flankierenden FRT-Stellen 
des Plasmids pKD4 (Erläuterung aller Plasmide siehe Tabelle 2.7) mit Primern, die 
homologe Stellen (H1, H2) im Überhang haben, amplifiziert. Die nur 30-50 Nukleotide 
langen Überhänge der Primer sind homolog zu spezifisch gewählten, den zu deletierenden 
Bereich flankierenden Genomabschnitten. Das entstandene PCR-Produkt wurde dann aus 
dem Agarosegel extrahiert (siehe 2.2.4.4.2), um verbleibenden Restvektor zu entfernen. 
Anschließend erfolgte die Elektroporation des gereinigten PCR-Produkts in einen Lambda 
Red-exprimierenden Stamm (siehe 2.2.4.10). Um eine Lambda Red-Genexpression in 
beliebigen Stämmen zu ermöglichen, wurde zuvor das Plasmid pKD46 in den gewünschten 
Stamm elektroporiert und dieser während des Kompetentmachens mit L-Arabinose 
induziert. Lambda Red ist ein Rekombinationssystem und ermöglicht eine gezielte 
Integration der Kanamycin-Resistenzkassette in das Genom mittels homologer 
Rekombination. Die Selektion erfolgte auf Kanamycin-haltigem LB-Agar. Nach Kontrolle 
der Integration mittels PCR (siehe 2.2.4.1) wurde die Mutante erneut kompetent gemacht 
und anschließend der Vektor pCP20 transformiert. pCP20 ist das FLP-Helferplasmid, 
welches die FRT-Stellen im Genom erkennt und durch eine Flippasereaktion den Bereich 
zwischen den FRT-Stellen entfernt. Zuletzt wurden alle genutzten Plasmide und damit 
eingebrachten Resistenzkassetten durch Inkubation bei 42 °C beseitigt, da die verwendeten 
Helferplasmide pKD46 und pCP20 einen temperatursensitiven Replikationsursprung 
besitzen. Die Kontrolle der Deletionen erfolgte mittels PCR und Sequenzierung. 
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2.2.4.14.2 Narbenlose Deletionen 
 
Die Methode der narbenlosen Deletion ist eine modifizierte Version nach Pósfai et al. 
(Pósfai et al., 1999). Nach der Wahl eines zu deletierenden Genombereichs wurden zwei 
500 bis 1000 bp lange Sequenzbereiche (Blöcke A und B) in der unmittelbaren 
Nachbarregion so gewählt, dass der zu deletierende Bereich von der ersten bis zur letzten 
Base komplett entfernt wird. Block A endet dabei unmittelbar vor der ersten zu 
deletierenden Base. Block B beginnt unmittelbar nach der letzten zu deletierenden Base. 
Diese Sequenzbereiche wurden zuerst amplifiziert. In der folgenden Fusions-PCR (siehe 
2.2.4.1) wurden die entstandenen PCR-Produkte der Blöcke A und B fusioniert. Wichtig 
hierfür sind die komplementären Überhänge der Primer BF und BR. Die PCR-Produkte 
Abbildung 2.2: Schematische Übersicht der Deletionsmethode nach Datsenko und Wanner 
(Datsenko und Wanner, 2000). Das Lambda-Red-Rekombinase-System des Plasmids pKD46 
ermöglicht eine homologe Integration eines aus dem Vektor pKD4 amplifizierten PCR-Produktes 
mit den homologen Stellen H1 und H2 an den Enden. Dadurch wird der zu deletierende Bereich 
durch eine Kanamycin-Resistenzkassette, die eine Selektion ermöglicht, und zwei FRT-Stellen 
ersetzt. Die auf dem Vektor pCP20 kodierte Flippase führt in einem weiteren Schritt zu einer 
homologen Rekombination der FRT-Stellen, wodurch die Kanamycin-Resistenzkassette entfernt 
wird und nur eine FRT-Stelle als Narbe im Genom verbleibt. 
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lagern sich an diesen komplementären Sequenzen aneinander und werden infolge der  
Elongation durch die DNA-Polymerase fusioniert. In einem dritten Schritt wurde das 
Fusions-PCR-Produkt mit den Primern A und C amplifiziert (siehe Abbildung 2.3). Die 
PCR-Produkte wurden nach der Amplifikation im Agarosegel aufgetrennt (siehe 2.2.4.3), 
aus dem Gel ausgeschnitten und extrahiert (siehe 2.2.4.4.2). Das Ergebnis ist ein 
Fusionsprodukt aus den Blöcken A und B mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen an den 
Enden. Die Konzentration des Fragments konnte im Agarosegel bestimmt werden (siehe 
2.2.4.5.2). Anschließend wurde das gereinigte Fusionsprodukt und der Suizidvektor 
pST76A (siehe 2.2.4.6) mit den Restriktionsenzymen BamHI (20 U/µl) und EcoRI 
(20 U/µl) unter Verwendung von BSA und EcoRI-Puffer für 1 h bei 37 °C 
sequenzspezifisch gespalten (siehe 2.2.4.6). Die Produkte wurden im Gel aufgetrennt, 
ausgeschnitten und extrahiert (siehe 2.2.4.4.2). Nach der Konzentrationsbestimmung im 
Agarosegel erfolgte die Klonierung des Fusionsprodukts in den Suizidvektor pST76A. Der 
entsprechende Ligationsansatz wurde gefällt (siehe 2.2.4.4.4) und in E. coli MDS42 
elektroporiert (siehe 2.2.4.10). Die Selektion transformierter Bakterien erfolgte auf 
ampicillinhaltigem LB-Agar bei 30 °C. Das Plasmid wurde anschließend isoliert (siehe 
2.2.4.13), kontrolliert und in den Zielstamm der Deletion elektroporiert. Ziel ist die 
Integration der Homologieblöcke A und B in das bakterielle Genom. Dazu wurden die 
Klone zunächst auf frische ampicillinhaltige LB-Platten überimpft. Nach 4-6 h Wachstum 
bei 30 °C erfolgte eine Temperaturanhebung und Übernachtinkubation bei 42 °C. Große 
Kolonien wurden dann wiederum auf frische LB-Agarplatten mit Ampicillin überimpft und 
bei 37 °C bebrütet. Gut wachsende, große Kolonien haben das Plasmid mittels homologer 
Rekombination über Block A oder Block B integriert, da das Plasmid selbst über einen 
temperatursensitiven Replikationsursprung (ori
TS
) verfügt und somit nur bei 30 °C 
repliziert werden kann. Die Kontrolle der Integration erfolgte mittels PCR. Korrekte 
Kointegranten wurden wiederum elektrokompetent gemacht (siehe 2.2.4.10) und mit 
pBCIsce transformiert. Die Selektion erfolgte auf chloramphenicolhaltigem LB-Agar. Das 
Helferplasmid pBCIsce codiert die I-SceI-Meganuklease, die einen Doppelstrangbruch in 
der I-SceI-Schnittstelle des genomisch integrierten Plasmids pST76A induziert (Pósfai et 
al., 1999). Dadurch wird eine zweite homologe Rekombination stimuliert, wobei entweder 
die Deletionsmutante oder wieder der Wildtyp entstehen kann. Die Deletion konnte mittels 
PCR mit den Primern strangauf- und strangabwärts des Deletionsbereiches nachgewiesen 
werden. Anschließend wurden die Zellen in LBB-Übernachtkulturen bei 42 °C und ohne 
Antibiotika, d. h. ohne Selektionsdruck, inkubiert. Dadurch wurde die Freisetzung der nicht 
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mehr benötigten Plasmide induziert. Nach dem Ausplattieren einer Verdünnungsreihe 
wurden Einzelkolonien gepickt und auf LB-Agar, LB-Agar mit Ampicillin und LB-Agar 
mit Chloramphenicol übertragen. Dieser Schritt diente zur Kontrolle, ob die Plasmide und 
die damit verbundenen Resistenzen entfernt wurden. 
 
 
 
Die Charakterisierung der Mutanten erfolgte am Vitek 2 (bioMerieux, Nürtingen) in der 
mikrobiologischen Diagnostik des Instituts für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene 
am Universitätsklinikum Dresden, mit dem Ziel, eventuell veränderte biochemische 
Parameter und Resistenzen zu überprüfen. Außerdem wurde der Deletionsbereich mit den 
Blöcken A und B sequenziert (siehe 2.2.4.2) und Wachstumskurven in MOPS-
Minimalmedium angefertigt (siehe 2.2.1.3). In Abbildung 2.4 ist die narbenlose Deletion 
genomischer DNA-Fragmente schematisch dargestellt. 
Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der ersten Schritte der narbenlosen Deletion. Primer A 
und C enthalten Überhänge mit Enzym-Schnittstellen. Primer BR und BF sind Fusionsprimer, d. h. 
die Überhänge sind komplementär. Primer D bzw. E liegen flankierend zu den Homologieblöcken 
A und B. Sie dienen der Amplifikation des Bereiches nach erfolgter Deletion (A). Die entstehenden 
PCR-Produkte binden an die komplementären Bereiche, die durch die Primer BF und BR 
entstanden sind. Infolge der Elongation durch die DNA-Polymerase werden die Blöcke A und B 
fusioniert (B). Das Fusionsprodukt wird mit Hilfe der Primer A und C amplifiziert. Dadurch 
entsteht das etwa 1000 bp große Fragment mit Enzym-Schnittstellen an den Enden. Über diese 
Schnittstelle wird das Fusionsprodukt in den Suizidvektor pST76A kloniert (C). 
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2.2.4.15 Klonierung 
 
Bei den meisten Klonierungen konnte die klassische Klonierungsmethode unter 
Verwendung von Restriktionsendonukleasen durchgeführt werden. Der Vektor wurde dazu 
an spezifisch ausgesuchten Restriktionsschnittstellen gespalten (siehe 2.2.4.6.). Das Insert 
wurde entweder aus einem anderen Vektor herausgeschnitten oder mittels PCR mit 
Primern, die vollständige Restriktionsschnittstellen im Überhang haben, amplifiziert und 
danach verdaut. Alternativ erfolgte eine Klonierungsmethode nach Walker et al., bei der 
das Insert durch PCR generiert wird. Dazu werden Primer mit definierten Überhängen 
verwendet. Durch Denaturierung und Renaturierung zweier gemischter PCR-Produkte 
entsteht dann ein Insert mit spezifischen überhängenden Enden, ohne dass ein 
Restriktionsverdau notwendig ist (Walker et al., 2008). Beide Methoden wurden dann 
mittels DNA-Ligation (siehe 2.2.4.8) und Elektroporation (siehe 2.2.4.10) fortgeführt. 
  
Abbildung 2.4: Übersichtsschema der narbenlosen Deletionsmethode. 
xxx = Kürzel der jeweiligen Deletion, z.B. GEI1 für Genominsel 1 (Plasmide siehe Tabelle 2.7). 
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2.2.4.16 DNA-Microarray 
 
Die Herstellung und die Analyse des DNA-Microarrays erfolgte bei der Firma Alere 
Technologies (Jena). Er besteht aus 393 Sonden, inklusive Positivkontrollen, und 
zusätzlich einer internen Biotin-Kontrolle. Die Ziel-DNA wurde amplifiziert und Biotin-
markiert. Die Hybridisierung erfolgte wie bei Sachse et al. beschrieben (Sachse et al., 
2005). Unter Verwendung von 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin als Substrat für Streptavidin-
konjugierte Meerrettichperoxidase wurden die Hybridisierungsspots visualisiert und mit 
Iconoclust Software ausgewertet (Ehricht et al., 2006). 
 
2.2.5 Sequenzierung bakterieller Genome 
2.2.5.1 Roche 454 Sequenziertechnik 
 
Die Sequenzierung des Genoms von E. coli G3/10 erfolgte am Center for Biotechnology 
(CeBiTec) der Universität Bielefeld. Die DNA wurde nach Anlieferung zunächst einer 
Qualitätskontrolle unterzogen und anschließend in einem Hydroshear-Instrument 
(GeneMachines, San Carlos, CA, USA) mechanisch in ca. 500 bp große Fragmente 
geschert, welche endständig mit Adaptern versehen wurden. Nach einer weiteren 
Qualitätskontrolle wurde diese Genbank titriert und mittels der Adapter spezifisch an 
Mikrobeads gebunden. Mit Hilfe einer Emulsions-PCR wurden die dort hybridisierten 
DNA-Fragmente spezifisch vervielfältigt und dann in einem Roche 454 GS-FLX System 
(Roche, Mannheim) durch Pyrosequenzierung mit Leselängen von ca. 200 bp sequenziert.  
 
2.2.5.2 Illumina Sequenzierungen 
 
Die Genome der E. coli G1/2, G4/9, G5, G6/7 und G8 wurden am Helmholtz-Zentrum für 
Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig sequenziert. Die gereinigte DNA (siehe 
2.2.4.4.3) dieser Genomotypen wurde am HZI nach Anlieferung einer Qualitätskontrolle 
unterzogen und dann in einem Hydroshear-Instrument (GeneMachines, San Carlos, CA, 
USA) mechanisch in ca. 300 bp große Fragmente geschert. Mit diesem DNA-Pool sind 
durch die Ligation von Adaptern sogenannte „Paired End Genbanken“ hergestellt worden, 
welche in einem Illumina Genome Analyzer IIx (San Diego, CA, USA) durch „Sequencing 
by Synthesis“ mit Leselängen von ca. 76 bp je Seite sequenziert wurden. In den jeweiligen 
Läufen konnten ca. 1,8 bis 3 Gigabyte Rohdaten generiert werden, auf deren Basis mit 
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Hilfe des Programms Velvet Assembler (Version 0.7.55) ein de novo-Assembly der 
Genome jedes einzelnen E. coli-Stamms durchgeführt wurde. 
 
2.2.5.3 Annotation und Lückenschluss 
 
Nach de novo-Assembly der Rohdaten erfolgte zuerst die automatische Annotation im 
Programm GenDB 2.4 (Meyer et al., 2003). Dabei erfolgte die Vorhersage von Regionen, 
z. B. von kodierenden Sequenzen (CDS) und tRNA-kodierenden Genen mittels der 
Programme GLIMMER (Delcher et al., 1999), CRITICA (Badger und Olsen, 1999), 
REGANOR (Linke et al., 2006) und tRNAscan-SE (Schattner et al., 2005). Die 
automatische Annotation von kurzen Leserahmen sowie die Bezeichnung von Gennamen 
und Funktionen erfolgte dabei sehr ungenau und machte eine komplette manuelle Revision 
notwendig, die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte. Bei diesem Schritt konnten 
Sequenzierfehler, fehlerhafte Annotationen, falsche Startcodons oder nicht identifizierte 
CDS korrigiert werden. Die Kontrolle und Benennung der automatisch annotierten Gene 
erfolgte durch den Vergleich mit den NCBI- und ExPASy-Datenbanken (Quellen: [5,6]) 
auf der Ebene der Aminosäuresequenz mittels BLASTp oder der Nukleotidsequenz mittels 
BLASTn (Altschul et al., 1990). Parallel zur manuellen Annotation wurden die noch 
vorhandenen Lücken im Genom von E. coli G3/10 zunächst mittels Sequenzierung von 
PCR-Produkten und dann durch Erstellung und Sequenzierung einer Fosmid-Genbank mit 
ca. 30 bis 40 kb großen Inserts geschlossen. Im Fall von E. coli G1/2, G4/9, G5, G6/7 und 
G8 erfolgte der Lückenschluss ausschließlich anhand der Sequenzierung von PCR-
Produkten. 
 
2.2.5.4 Plasmidsequenzierung 
 
Für die Identifizierung der in den E. coli enthaltenen Plasmide wurden diese zuerst aus den 
Bakterienzellen isoliert (siehe 2.2.4.13) und anschließend in einem 0,8 %igen Agarosegel 
aufgetrennt (siehe 2.2.4.3), ausgeschnitten und extrahiert (siehe 2.2.4.4.2). Die isolierten 
Plasmide wurden anschließend DpnI-geschnitten, was statistisch zu Fragmenten mit einer 
Größe von ca. 300 bp führt. Diese wurden dann in den Vektor pUC19 kloniert und mit den 
Primern M13uni und M13rev (siehe Tabelle 7.1) sequenziert. In Kombination mit 
Sequenzbruchstücken, die bei der automatischen Genomsequenzierung entstanden sind, 
wurden dann zirkuläre Plasmidsequenzen manuell erzeugt. Im Sonderfall von pSYM1, 
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einem Megaplasmid aus E. coli G3/10, lag nahezu das komplette Plasmid nach der 
automatischen Sequenzierung als Contig vor. Die noch vorhandene Sequenzlücke zum 
Ringschluss wurde dann mittels PCR mit den auswärts gerichteten Primern 
contig00049_for und contig00049_rev (siehe Tabelle 7.1) geschlossen. Die Annotation 
erfolgte automatisch mit dem Annotationsprogramm GenDB 2.4. 
 
2.2.5.5 Genomvergleich 
 
Unterschiedliche Genomvergleichsmethoden wurden angewandt. Die E. coli aus 
Symbioflor 2 wurden untereinander mit Hilfe der Software EDGAR (Blom et al., 2009) 
und dem Mauve Alignment Genome Visualization Tool (Darling et al., 2004) verglichen 
(siehe Tabelle 2.9). Phylogenetische Bäume, generiert mit EDGAR, beruhen auf der 
Berechnung des Kerngenoms. Anschließend erfolgte die Berechnung multipler Alignments 
für alle Gene des Kerngenoms unter Verwendung von MUSCLE (Edgar, 2004). Nicht-
passende Bereiche des Alignments wurden dann mit GBLOCKS maskiert und entfernt 
(Talavera und Castresana, 2007), während passende Teile zu einem großen Bereich von >1 
Mb Länge verbunden wurden. Der phylogenetische Baum wurde mit PHYLIP generiert 
(Blom et al., 2009). 
Der Genomvergleich unter Einbeziehung aller sequenzierten E. coli-Stämme und anderer 
nah verwandter Spezies erfolgte bei Trudy Wassenaar am Center for Biological Sequence 
Analysis an der Technical University of Denmark. Stammbäume wurden dort anhand von 
Multilocus Sequence Typing (MLST)-Analysen und auf Grundlage des bakteriellen 
Pangenoms erzeugt. In silico MLST-Analysen erfolgten unter Verwendung von sieben 
Allelen für Housekeeping-Gene (adk, fumC, icd, gyrB, mdh, purA, recA). Genfragmente 
wurden miteinander verbunden und anschließend phylogenetisch analysiert. 
Bei Analyse des Pangenoms wurde die Entfernung zwischen den Genomen durch die 
relative Manhattan-Distanz basierend auf An- oder Abwesenheit von Genfamilien ermittelt 
(Snipen und Ussery, 2010). Die Kalkulation von Genfamilien erfolgte nach Hallin et al. 
(Hallin et al., 2008). 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Analyse der bakteriellen Genome  
3.1.1 Das Genom von Escherichia coli G3/10 
 
Die Sequenzierung erfolgte wie es im Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben wurde. Das Genom 
von E. coli G3/10 besteht aus 4.935.403 Basen. Der GC-Gehalt beträgt 50,88 %. Durch die 
automatische und manuelle Annotation sind 4.844 Gene, 87 tRNA-Transkripte und 22 
rRNA-Transkripte identifiziert worden. Das Genom in zirkulärer Form ist in Abbildung 
3.1 dargestellt. Während der Annotation wurde jeder kodierenden Sequenz (CDS) ein 
Name, der sogenannte Locus tag, ein Genname und ein Genprodukt mit einer kurzen 
Beschreibung zugeordnet. Als Grundlage dafür dienten BLASTn- und BLASTp-Analysen 
und Vergleiche mit Einträgen einschlägiger Datenbanken (Altschul et al., 1990) (Quellen: 
[5,6]). Leserahmen wurden automatisch annotiert und ggf. manuell korrigiert (siehe 
2.2.5.3). Der Anfang des Genoms von E. coli G3/10 wurde bei dem Gen dnaA festgelegt. 
Das Genom besteht zurzeit aus vier großen Abschnitten mit drei nicht durch PCR 
schließbaren Lücken unbestimmter Sequenz. Die komplette Genomsequenz wird nach 
Veröffentlichung (Zschüttig et al., Manuskript in Vorbereitung) frei in einer Datenbank 
zugänglich sein. 
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Abbildung 3.1: Zirkuläre Darstellung des Genoms von E. coli G3/10. 
Der äußere Ring enthält die Skalierung in Kilobasen (kbp). Im zweiten Ring sind die Gene des 
Vorwärtsstrangs blau dargestellt. Ring 3 zeigt die darin enthaltenen Gene des Kerngenoms in 
schwarz. Ring 4 und Ring 5 zeigen entsprechend die Gene des komplementären Strangs in blau 
mit den Genen des Kerngenoms in schwarz. Die beiden inneren Ringe zeigen den GC-Gehalt 
(Ring 6) und den GC-Skew (Ring 7), mit dessen Hilfe der Replikationsursprung oriC und der 
Terminus terC ermittelt werden kann. Der Vorwärtsstrang und der Komplementärstrang enthalten 
etwa gleich viele Gene (Ring 2 und 5). Die Gene des Kerngenoms (Ring 3 und 4) sind über beide 
Stränge verteilt. Einige größere Bereiche, die keine Gene des Kerngenoms enthalten, entsprechen 
genomischen Inseln und Prophagen-Regionen, bei denen der GC-Gehalt von dem mittleren GC-
Gehalt des Genoms zum Teil deutlich abweicht (Ring 6). Sie sind häufig mit tRNAs assoziiert. 
CDS = kodierende Sequenzen. 
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3.1.2 Die Genome von Escherichia coli G1/2, G4/9, G5, G6/7 und G8 
 
Alle Genome wurden, wie im Abschnitt 2.2.5.2 beschrieben, sequenziert. Die Annotation 
erfolgte wie es im vorigen Abschnitt beschrieben wurde. Abbildung 3.2A-E zeigt die 
Genome in einer zirkulären Darstellungsform. Die Genome wurden noch nicht vollständig 
geschlossen und liegen derzeit in einer unterschiedlichen Zahl an Teilstücken, den 
sogenannten Contigs, vor. In den Bereichen, die von Lücken betroffen sind, befinden sich 
vor allem Phagenregionen, hoch-repetitive Sequenzbereiche oder völlig neuartige 
Sequenzabschnitte, die bisher nicht in Bakterien identifiziert wurden. Eine Verknüpfung 
solcher Abschnitte ist schwierig und kann nach Kosten-Nutzen-Abwägung evtl. unter 
Erstellung einer Fosmid-Bibliothek erfolgen. Die Genome werden nach Veröffentlichung 
(Zschüttig et al., Manuskript in Vorbereitung) ebenfalls frei zugänglich gemacht. 
 
- Das 4.748.500 Basen lange Genom von E. coli G1/2 hat einen GC-Gehalt von 
50,97 %. Es wurden 4.478 Gene, 82 tRNA- und 22 rRNA-Transkripte identifiziert. 
Das Genom besteht zurzeit aus 36 Contigs, die im Laufe der Zeit noch verringert 
werden sollen. 
- Das Genom von E. coli G4/9 umfasst 4.514.694 Basen bei einem GC-Gehalt von 
50,75 %, 4.163 identifizierten Genen sowie 72 tRNAs und 22 rRNAs. Zurzeit 
besteht das Genom aus 29 Contigs und ist damit nach E. coli G3/10 das am 
weitesten geschlossene Genom. 
- E. coli G5 hat ein Genom mit einer Länge von 4.578.897 Basen und einen GC-
Gehalt von 50,90 %. 4.296 Gene, 84 tRNA-Transkripte und 22 rRNA-Transkripte 
wurden identifiziert. Das Genom besteht zurzeit aus 43 Contigs. 
- In dem 4.978.623 Basen langen Genom von E. coli G6/7 mit einem GC-Gehalt von 
50,84 % konnten 4.729 Gene, 81 tRNA-Transkripte und 22 rRNA-Transkripte 
identifiziert werden. Es besteht zurzeit aus 41 Contigs. 
- Das Genom von E. coli G8 besteht aus 4.873.886 Basen bei einem GC-Gehalt von 
50,87 %. Es wurden 4.636 Gene, 73 tRNAs und 22 rRNAs identifiziert. Zurzeit 
besteht das Genom aus 62 Contigs, die aufgrund der großen Homologie zu E. coli 
G6/7 (siehe 3.1.6) noch weiter geschlossen werden sollen. 
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Abbildung 3.2A-E: Zirkuläre Darstellung der Genome von E. coli G1/2 (A), E. coli G4/9 (B), 
E. coli G5 (C), E. coli G6/7 (D) und E. coli G8 (E). 
Der äußere Ring enthält die Skalierung in Kilobasen (kbp). Im zweiten Ring sind die Gene des 
Vorwärtsstrangs blau dargestellt. Ring 3 zeigt die darin enthaltenen Gene des Kerngenoms in 
schwarz. Ring 4 und Ring 5 zeigen entsprechend die Gene des komplementären Strangs in blau mit 
den Genen des Kerngenoms in schwarz. Die beiden inneren Ringe zeigen den GC-Gehalt (Ring 6) 
und den GC-Skew (Ring 7), mit dessen Hilfe der Replikationsursprung oriC und der Terminus 
terC ermittelt werden kann. Der Vorwärtsstrang und der Komplementärstrang enthalten etwa 
gleich viele Gene (Ring 2 und 5). Die Gene des Kerngenoms (Ring 3 und 4) sind über beide 
Stränge verteilt. Einige größere Bereiche, die keine Gene des Kerngenoms enthalten, entsprechen 
genomischen Inseln und Prophagen-Regionen, bei denen der GC-Gehalt von dem mittleren GC-
Gehalt des Genoms zum Teil deutlich abweicht (Ring 6). Sie sind häufig mit tRNAs assoziiert. 
CDS = kodierende Sequenzen. 
E 
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3.1.3 Virulenz- und Fitnessfaktoren  
 
In E. coli werden verschiedene Virulenzfaktoren wie Adhäsine, Toxine und Siderophoren 
beschrieben (siehe 1.1.2). In Tabelle 3.1 ist eine Übersicht der Virulenzfaktoren in EcN 
und den sechs Genomotypen aus Symbioflor 2 dargestellt. Fimbrien und Pili gehören zu 
den Virulenz-assoziierten Adhäsinen. Sie ermöglichen es den Gram-negativen Bakterien, 
sich an Strukturen oder Zellen des Wirtes anzuheften. In allen aufgeführten Symbioflor 2 
E. coli ist das fim-Operon für Typ 1-Fimbrien vorhanden. Die Gene für Typ 1-Fimbrien 
werden besonders bei uropathogenen E. coli (UPEC) stark exprimiert (Snyder et al., 2004) 
und spielen dort eine Rolle bei der Entwicklung einer Infektion (Schaeffer et al., 1987). 
Typ 1-Fimbrien unterliegen wie die P-Fimbrien einer Phasenvariation. Die Expression der 
Gene, die für Typ 1-Fimbrien kodieren, wird von einem Promotor kontrolliert, der auf 
einem invertierbarem Element liegt, das auch als „fim switch“ bezeichnet wird (Abraham 
et al., 1985). Über die Expression der Typ 1-Fimbrien-kodierenden Genen in Symbioflor 2 
E. coli gibt es bisher keine Belege. Alle Symbioflor 2-Genomotypen tragen, ebenso wie 
EcN, die csg Gene für Curli-Fimbrien, die an der Biofilm-Bildung beteiligt sind und eine 
Rolle bei der Cellulose-Biosynthese spielen (Monteiro et al., 2009). In allen sechs 
Symbioflor 2 E. coli sind keine F1C-Fimbrien-kodierenden Gene (foc) zu finden. Jedoch 
sind in den E. coli G3/10 und G4/9 mrk-Operons für Typ 3-Fimbrien lokalisiert. Typ 3-
Fimbrien sind ebenfalls an der Bildung von Biofilmen beteiligt (Jagnow und Clegg, 2003). 
Die E. coli-Genomotypen G1/2, G6/7 und G8, die phylogenetisch nah verwandt bzw. 
identisch sind (siehe 3.1.6), tragen alle das α-Hämolysin-kodierende Operon hlyCABD, 
welches jedoch bisher nicht in die Genomsequenz eingeordnet werden konnte, da es 
vermutlich auf einer Genominsel lokalisiert ist. Die hämolytische Aktivität des 
α-Hämolysins ist jedoch kaum nachweisbar, da auf normalem Blutagar keine Beta-
Hämolyse sichtbar wird (siehe Abbildung 3.3). 
 
Abbildung 3.3: Hämolyseverhalten auf Blutagar. 
E. coli G1/2 zeigt im Gegensatz zum uropathogenen E. coli 
CFT073 hlyCABD auf Blutagar keine Beta-Hämolyse. 
 
  
 
Tabelle 3.1 Vorkommen von Virulenz-assoziierten Faktoren und Kolonisationsfaktoren bei EcN und Symbioflor 2 E. coli. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+ Gen ist vorhanden, - Gen ist nicht vorhanden, (+) Pseudogen, * plasmidkodiert, 
#
 Längenunterschiede.
Gen Beschreibung Locus tag EcN E. coli 
G1/2 
E. coli 
G3/10 
E. coli 
G4/9 
E. coli 
G5 
E. coli 
G6/7 
E. coli 
G8 
fimH Typ 1-Fimbrien Adhäsin ECN4405 + + + + + + 
focG F1C-Fimbrien Protein G ECN3133 - - - - - - 
sfaA S-Fimbrien-Untereinheit - - - - - - - 
papG P-Fimbrien-Adhäsin - - - - - - - 
csgA Curli-Fimbrien-Untereinheit ECN3076 + + + + + + 
mrkD Typ 3-Fimbrien Adhäsin - - +* + - - - 
aufABCDEFG Auf-Fimbrien ECN0344-ECN0338 - - - - - - 
pilX1-11 Typ IV-Sekretionssystem - - +* - - - - 
kpsMT Kapsel, Transportsystem ECN0862, ECN0863 - - - - - - 
hlyA α-Hämolysin - + - - - + + 
irp2, fyuA 
Yersiniabactin Biosynthese-Protein 
und Rezeptor 
ECN2039-ECN2050 - - - - - - 
iucABCD, iutA Aerobactin ECN0940-ECN0944 + - - - + + 
iroN Salmochelin (Rezeptor) ECN3127 - - - - - - 
sitABCD Eisen- und Mangantransport ECN2914-ECN2917 - - - - - - 
chuSA Häm Transportprotein und Rezeptor ECN0246-ECN0247 - - - - - - 
sat Autotransporter ECN0936 - - - - - - 
eatA (sigA) Autotransporter, Serinprotease - + - - - + + 
pic Autotransporter, Serinprotease ECN3974 - - - - - - 
tsh/vat/sepA Vakuolisierender Autotransporter ECN3932 - - - - - - 
flu Autotransporter ECN4462 + - + + + + 
upaDF/ag43ab Autotransporter 
ECN0891, ECN0892, 
ECN3104 
+ - - + + + 
upaG Autotransporter ECN0130 - + + + - - 
upaC
# 
Autotransporter ECN3847 + + + + + + 
upaE Autotransporter ECN1568 - - - - - - 
eaeH 
Ig-Domäne-Protein, 
Autotransporter 
ECN3909 + - (+) + + + 
iha Adhäsin und Siderophorenrezeptor ECN0919 + - - - + + 
usp Uropathogen-spezifisches Protein ECN4190 - - - - - - 
uspA 
Universeller Regulator der globalen 
Stressantwort 
ECN0261 + + + + + + 
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Autotransporter, eine Untergruppe der Adhäsine, gelten ebenfalls als Virulenzfaktoren 
pathogener Mikroorgansimen. Sie werden mittels einfacher Typ V-Sekretions-
mechanismen über die innere und äußere Membran Gram-negativer Bakterien 
transportiert (Henderson et al., 2004). In allen Symbioflor 2 E. coli-Genomotypen sind, 
ebenso wie in EcN, zahlreiche Autotransporter kodiert (siehe Tabelle 3.1). Zusätzlich ist 
in E. coli G1/2, G6/7 und G8 die Serinprotease SigA zu finden. SigA wurde erstmalig auf 
einer Pathogenitätsinsel in Shigella flexneri identifiziert. Das Protein zeigte zytopathische 
Fähigkeiten und ist an der Akkumulation intestinaler Flüssigkeiten durch S. flexneri 
beteiligt (Al-Hasani et al., 2000). 
Das Adhäsin EaeH, das aufgrund der sogenannten „attaching and effacing“-Eigenschaften 
einen möglichen Pathogenitätsfaktor darstellt, ist sowohl in EcN als auch bei den E. coli 
Genomotypen G1/2, G5, G6/7 und G8 vorhanden. In E. coli G4/9 liegt es, wie bei dem 
E. coli-Laborstamm K-12 MG1655, als Pseudogen vor. Eine Pathogenität ist 
experimentell nicht nachgewiesen, da generell keine funktionellen Analysen von EaeH 
vorliegen. 
Alle Genomotypen in Symbioflor 2 wurden in früheren Studien als H-Phase negativ und 
somit unbeweglich charakterisiert (Willenbrock et al., 2007). Dennoch weisen alle 
Genomotypen teilweise oder vollständige Genoperons auf, die für die Ausprägung von 
Flagellen verantwortlich sind. Daher wurde ein Beweglichkeitstest durchgeführt. Wie 
Abbildung 3.4 zu entnehmen ist, zeigt E. coli G3/10 deutlich seine Beweglichkeit in 
halbfestem Hochschichtagar. 
 
Abbildung 3.4: Beweglichkeitstestung der Symbioflor 2 E. coli. 
Der Test wurde unter Verwendung von Hochschichtagar durchgeführt. Ein stark schwärmender 
Stamm (Proteus sp.) diente als Positivkontrolle. Der Test zeigt, dass nur E. coli G3/10 beweglich 
ist. Dagegen wachsen E. coli G1/2, G4/9, G5, G6/7 und G8 nur im Stichkanal und sind daher 
nicht beweglich. 
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Eine mikroskopische Analyse der bakteriellen Strukturen bestätigte die Existenz von 
Flagellen bei E. coli G3/10 (siehe Abbildung 3.5). 
 
 
Mit Ausnahme von E. coli G4/9 tragen alle Genomotypen das fliTSDCAZY Operon. An 
der Ausbildung von Flagellen sind außerdem die Operons flhABCD, 
flgABCDEFGHIJKLMN und fliEFGHIJKLMNOPQR sowie die Proteine MotA und 
MotB beteiligt. Die Proteine FlgM, FlhC, FlhD und FliA haben genregulatorische 
Funktionen. Außerhalb der Zelle befinden sich der Haken (FlgE), Haken-assoziierte 
Proteine (FlgK, FlgL, FliD) und das eigentliche Geißelfilament (FliC), welches für den 
H-Typ verantwortlich ist. FliF, FlgI und FlgH sind an der Bildung der MS-, P- und L-
Ringe als Verankerungsstruktur in der Zellwand beteiligt. Der C-Ring, gebildet von FliM 
und FliN, befindet sich innerhalb der Zelle (Berg, 2003). Das Gen für FliC, welches das 
eigentliche Flagellin darstellt, ist bei den E. coli-Genomotypen G1/2, G6/7 und G8 durch 
Integrasen in zwei Pseudogene unterteilt. Damit wäre ein H-negativer Phänotyp erklärbar. 
In E. coli G4/9 fehlen zahlreiche Gene und einige liegen als Pseudogene vor. Eine 
Abbildung 3.5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Symbioflor 2 E. coli. 
Ausschließlich bei E. coli G3/10 ist eine Ausprägung von Flagellen zu erkennen, welche mit 
Pfeilen markiert sind. Vergrößerung: 10.000 x, Quelle: Manfred Rohde, HZI Braunschweig. 
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Ausprägung von Geißeln ist daher unwahrscheinlich. Bei E. coli G5 trägt das Fehlen der 
Gene flhC, flhD, motA und motB zu einem H-negativen Phänotyp bei. Dies kann u. a. 
dadurch begründet sein, dass eine Expression von flhCD essentiell für eine Transkription 
der anderen Flagellen-Operons zu sein scheint (Liu und Matsumura, 1994). Im Gegensatz 
dazu liegen bei E. coli G3/10 alle Gene vollständig vor. Die H-Phase konnte jedoch 
bisher nicht serotypisiert werden. 
Die Aufnahme von Eisen durch die äußere Membran erfolgt mit Hilfe verschiedener 
Siderophoren, wie Enterobactin, Aerobactin, Salmochelin, Yersiniabactin, Eisendicitrat-
System oder mit Beteiligung von Häm (Braun, 2003). In Tabelle 3.2 sind 
Eisenaufnahmesysteme in EcN und den E. coli aus Symbioflor 2 aufgeführt. 
 
Tabelle 3.2 Eisenaufnahmesysteme in EcN und Symbioflor 2 E. coli. 
Eisenaufnahme-
system 
EcN E. coli 
G1/2 
E. coli 
G3/10 
E. coli 
G4/9 
E. coli 
G5 
E. coli 
G6/7 
E. coli 
G8 
Enterobactin + + + + + + + 
Salmochelin + - - - - - - 
Yersiniabactin + - - - - - - 
Aerobactin + + - - - + + 
Eisendicitrat + + + + + + + 
Häm + - - - - - - 
sitABCD + - - - - - - 
efeU + + + + + + + 
feo + + + + + + + 
fhu + + + + + + + 
+  Eisenaufnahmesystem ist vorhanden; - Eisenaufnahmesystem ist nicht vorhanden. 
 
Wie EcN tragen alle Symbioflor 2 E. coli das Enterobactin-System und das Eisendicitrat-
System. Salmochelin, Yersiniabactin und das Häm-abhängige Eisenaufnahmesystem sind 
in Symbioflor 2 E. coli nicht kodiert. Das Aerobactin-System ist nur in den E. coli G1/2, 
G6/7 und G8 zu finden. Das Virulenz-assoziierte sitABCD System zur Aufnahme von 
Eisen und Mangan (Janakiraman und Slauch, 2000), welches v. a. in UPEC weit 
verbreitet ist (Rodriguez-Siek et al., 2005), ist nur in EcN und keinem der Symbioflor 2 
E. coli vorhanden. Der in E. coli generell weit verbreitete Eisentransporter Feo (Cartron et 
al., 2006), das Hydroxamat-System Fhu (Rohrbach et al., 1995) und das Oxidase-
abhängige System EfeU (Grosse et al., 2006) sind sowohl in EcN als auch in allen 
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E. coli-Genomotypen aus Symbioflor 2 lokalisiert. EcN gilt aufgrund seiner 
überdurchschnittlich zahlreichen Eisenaufnahmesysteme als besonders anpassungsfähig 
(Grozdanov et al., 2004). Die E. coli-Genomotypen aus Symbioflor 2 tragen einige 
Eisenaufnahmesysteme und verschaffen sich durch diese Wettbewerbsvorteile. Jedoch 
sind in diesen E. coli nicht mehr Eisenaufnahmesysteme als in anderen vergleichbaren 
E. coli-Stämmen vorhanden. 
 
3.1.4 Die Plasmide 
 
Symbioflor 2 E. coli sind Wildtypen, die mehrere natürliche Plasmide tragen. In 
Abbildung 3.6 ist mit Hilfe eines Agarose-Gelbildes eine Übersicht aller enthaltenen 
Plasmide dargestellt.  
 
 
 
 
Abbildung 3.6: Plasmide in Symbioflor 2 E. coli-Wildtypen. 
Die Nummerierung entspricht der Plasmidbezeichnung, z.B. 3 für das 
Plasmid pSYM3. *pSYM1 läuft auf Höhe der genomischen DNA. 
pSYM5 und pSYM6 sind im Gelbild kaum sichtbar und liegen vermutlich 
in sehr niedriger Kopienzahl vor. M = Größenstandard. 
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Eine Aussage bezüglich der Plasmidgröße ist aufgrund der zirkulären Struktur und des 
damit veränderten Laufverhaltens nicht möglich. Der Größenstandard (SmartLadder, 
Eurogentec, Köln) dient somit nur zum Laufhöhenvergleich. Mit Ausnahme von E. coli 
G4/9 tragen alle Symbioflor 2 E. coli mehrere natürliche Plasmide unterschiedlicher 
Größe. Einige identische Plasmide kommen dabei in mehreren Genomotypen vor. Die 
E. coli G1/2, G6/7 und G8 tragen jeweils die Plasmide pSYM10 und pSYM12 und sind 
daher extrachromosomal identisch. Eine Übersicht der wichtigsten Merkmale der 
Plasmide ist in Tabelle 3.3 aufgeführt.  
 
Tabelle 3.3 Übersicht der in Symbioflor 2 E. coli enthaltenen Plasmide. 
Name  Größe [bp] Vorkommen Wichtige Charakteristika 
pSYM1 50.572 E. coli G3/10 Transferproteine für Konjugation, Typ 3-
Fimbrienproteine, Mikrozin S 
pSYM2 4.197 E. coli G3/10 99 % identisch zu Plasmid pKPN2 aus 
Klebsiella pneumoniae, ColE1 Typ 
pSYM3 1.934  E. coli G3/10; G5 Miniplasmid 
pSYM4 1.304 E. coli G3/10; G4/9 Miniplasmid 
pSYM5 6.567 E. coli G3/10 -- 
pSYM6 10.433 E. coli G3/10 -- 
pSYM7 4.452 E. coli G5 ColE1-Typ, mob Operon 
(Mobilisierungsproteine) 
pSYM8 2.353  E. coli G5 99 % identisch zu Plasmid pIGRK aus 
Klebsiella pneumoniae 
pSYM9 12.686 E. coli G5 -- 
pSYM10 1.549 E. coli G1/2; G6/7; G8 Miniplasmid 
pSYM11 3.215 E. coli G5 -- 
pSYM12 7.111 E. coli G1/2; G6/7; G8 Colicin S4 Operon; mob Operon 
(Mobilisierungsproteine) 
    
 
E. coli G3/10 enthält das Megaplasmid pSYM1, das im Rahmen dieser Arbeit näher 
charakterisiert wurde (siehe Abbildung 3.7). Elf weitere Plasmide wurden sequenziert und 
benannt (siehe Abbildung 3.8). Miniplasmide sind kleine zirkuläre Moleküle, die nur aus 
einem repA Gen bestehen und keinen separaten Replikationsursprung besitzen. Die in 
E. coli G3/10 identifizierten Plasmide pSYM5 und pSYM6 sind im Agarosegel kaum 
sichtbar. Ihre Sequenzen wurden bei der Genomsequenzierung entziffert und die 
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Ringstruktur wurde manuell geschlossen. Sie liegen wahrscheinlich in sehr geringen 
Kopienzahlen vor.  
 
 
  
Abbildung 3.7: Megaplasmid pSYM1 aus E. coli G3/10. 
Das Plasmid ist über 40 kb Länge zu 99 % identisch mit pMAS2027 aus dem uropathogenen E. coli 
MS2027 (Ong et al., 2009). Zusätzlich jedoch ist ein ca. 10 kb großer Bereich (blau markiert) 
inseriert, in dem das in dieser Arbeit neu identifizierte Mikrozin S kodiert ist (siehe 3.2.4). Die 
beiden äußeren Ringe enthalten die kodierende Sequenzen (CDS) des Vorwärts- bzw. des 
Rückwärtsstrangs. Im dritten Ring ist der GC-Gehalt schwarz dargestellt. Ring 4 zeigt den GC-
Skew in grün (+) und violett (-). 
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Abbildung 3.8: Plasmidkarten der in Symbioflor 2 E. coli enthaltenen Plasmide mit Annotation der 
kodierenden Sequenzen. 
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Abbildung 3.8: Plasmidkarten der in Symbioflor 2 E. coli enthaltenen Plasmide mit Annotation der 
kodierenden Sequenzen. (Fortsetzung). 
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3.1.5 Entwicklung von stammspezifischen PCR-Reaktionen für Symbioflor 2 
E. coli 
 
Stammspezifische PCRs dienen zur Identifizierung und Kontrolle der E. coli, v. a. 
während der Durchführung von gentechnischen Veränderungen. Während der Annotation 
wurden bei BLASTn-Analysen einzelne Gene identifiziert, die nicht in der NCBI-
Datenbank aufgeführt sind. Daher wurden gezielt Gene ausgewählt, die spezifisch für 
einen Stamm sind, um auf deren Basis stammspezifische PCRs zu entwickeln. In Tabelle 
3.4 sind die zu verwendenden Oligonukleotide und PCR-Bedingungen aufgeführt 
(Primersequenzen siehe Tabelle 7.1). Die Spezifität der PCRs wurde zusätzlich mit 
verschiedenen nicht-sequenzierten Stämmen unserer Stammsammlung nachgewiesen 
(siehe Abbildung 3.9). Da die E. coli G1/2, G6/7 und G8, wie im folgenden Kapitel 
diskutiert wird, nahezu identisch sind, ließ sich für diese nur ein gruppenspezifisches 
Primerpaar finden. 
 
Tabelle 3.4 PCR-Bedingungen für stamm- und gruppenspezifische PCRs der Symbioflor 2 E. coli. 
Genomotyp Oligonukleotide Zielsequenz Ta [°C] Produktlänge 
[bp] 
E. coli G1/2, 
G6/7 und G8  
G1/2_for, G1/2_rev Mutmaßliches regula- 
torisches Protein 
59 430 
E. coli G3/10 G3/10_for, G3/10_rev Hypothetisches Protein 61 520 
E. coli G4/9 G4/9_for, G4/9_rev Hypothetisches Protein 61 1100 
E. coli G5 G5_for, G5_rev Hypothetisches Protein 61 1100 
  
 
 
 
 
Abbildung 3.9: Kontrolle der Spezifität der entwickelten stamm- und gruppenspezifischen PCRs für E. coli G1/2, G6/7 und G8 (A), E. coli G3/10 (B),  
E. coli G4/9 (C) und E. coli G5 (D). Die resultierenden Banden sind rot eingerahmt. Die Nummern (#) beziehen sich auf die Stammsammlung der 
Arbeitsgruppe Gunzer. M = Größenstandard, NK = Negativkontrolle. 
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3.1.6 Genomvergleich der Symbioflor 2 E. coli 
 
Die sechs E. coli aus Symbioflor 2 stellen verschiedene Genomotypen dar, die 
ursprünglich aus dem Habitat eines gesunden Menschen isoliert wurden. Ein Vergleich der 
Genome und eine Klärung des Verwandtschaftsgrades erscheinen daher sinnvoll. Die 
Größe der bakteriellen Genome variiert geringfügig (siehe Tabelle 3.5). Die Varianz ist 
jedoch von geringer Bedeutung, wenn man die Spanne der Genomgrößen anderer 
sequenzierter E. coli-Stämme betrachtet, die in Datenbanken hinterlegt sind. Das kleinste 
bisher bekannte E. coli Genom hat eine Länge von 4,55 Mb, während das größte Genom 
6,93 Mb lang ist (Lukjancenko et al., 2010). Die Genome der Symbioflor 2 E. coli 
bestehen derzeit aus mehreren Contigs. Die Genomgröße kann sich daher noch ändern, 
wenn Lücken geschlossen und nicht zuordenbare Sequenzbereiche eingefügt werden. Die 
Zahl der Gene ist direkt proportional zur Genomlänge, da die Gendichte innerhalb einer 
Spezies nicht stark variiert (Lukjancenko et al., 2010). Die meisten Gene sind somit in 
E. coli G3/10 vorhanden, die wenigsten in E. coli G4/9. 
Ein auf dem Kerngenom basierender Stammbaum der sechs E. coli-Genomotypen zeigt, 
dass E. coli G1/2, G6/7 und G8 sehr nah miteinander verwandt sind (siehe Abbildung 
3.10). Die drei anderen Genomotypen sind phylogenetisch etwas weiter entfernt, wobei 
sich E. coli G4/9 und G5 am ähnlichsten sind. Dies geht einher mit den Ergebnissen von 
Willenbrock et al., die Microarray-Analysen durchgeführt haben (Willenbrock et al., 
2007). Die drei E. coli-Genomotypen G1/2, G6/7 und G8 teilen auch den gleichen MLST-
Genotyp. Ebenso tragen sie die gleichen Plasmide (siehe Abbildung 3.6). Tatsächlich sind 
die meisten der Gene von E. coli G6/7 mit 100 % Übereinstimmung auch in E. coli G8 zu 
finden. Obwohl es geringfügige Abweichungen in Bereichen gibt, die noch nicht 
vollständig geschlossen wurden, kann geschlussfolgert werden, dass diese beiden 
Genomotypen identisch sind. Die Ergebnisse aus Genotypisierungsversuchen und der 
Genomsequenzierung weisen darauf hin, dass es sich um zwei unabhängige Kulturen eines 
E. coli-Klons handelt. Kleine Abweichungen auf Nukleotidebene zwischen E. coli G1/2 
und E. coli G6/7 deuten darauf hin, dass diese beiden Genomotypen seit einer gewissen 
Zeit eigene Populationen gebildet haben. 
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Tabelle 3.5 Übersicht der Symbioflor 2 E. coli-Genome (Stand: Januar 2012). 
Geno-
typ 
Anzahl 
Plasmide 
Geschätzte 
Chromosom-
länge [bp]
1
 
Geschätzte 
Genom-
länge [bp]
1,2 
Contig-
anzahl
1 
 
Geschätzte 
Zahl an 
Genen
2 
Anzahl  
tRNA 
Anzahl  
rRNA 
E. coli 
G1/2 
2 4.748.500 4.757.160 36 4.478 82 22 
E. coli 
G3/10 
6 4.935.403 5.010.410 4 4.844 87 22 
E. coli 
G4/9 
1 4.514.694 4.515.998 29 4.163 72 22 
E. coli 
G5 
5 4.578.897 4.603.537 43 4.296 84 22 
E. coli 
G6/7 
2 4.978.623 4.987.283 41 4.729 81 22 
E. coli 
G8 
2 4.873.886 4.882.546 62 4.636 73 22 
1 
Die Werte entsprechen den bisher zugeordneten Contigs. 
2 
Das Genom besteht aus dem Chromosom plus den Plasmiden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
E. coli G4/9 
E. coli G5 
E. coli G3/10 
E. coli G6/7 
E. coli G8 
E. coli G1/2 
Abbildung 3.10: Genomvergleich der Symbioflor 2 E. coli (Stand: Januar 2012). 
Der phylogenetische Baum wurde mit Hilfe von EDGAR (Blom et al., 2009) und auf 
Grundlage der Kerngenome erzeugt. 
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In Abbildung 3.11 ist eine weitere Form des Genomvergleichs dargestellt. Dabei wurde die 
Anzahl der Genfamilien analysiert und daraus die Homologie der Proteome ermittelt. Auch 
in dieser Abbildung ist zu erkennen, dass E. coli G1/2, G6/7 und G8 mit einer Homologie 
von 84,7 % (G1/2 und G6/7) bis 89,7 % (G6/7 und G8) sehr ähnlich sind. Die anderen 
Genomotypen weichen weiter voneinander ab. E. coli, die nicht näher miteinander 
verwandt sind, haben meist Homologien von < 50 %. Als Beispiel kann der uropathogene 
E. coli CFT073 (nah verwandt mit dem probiotischen EcN (Schmidt, 2009)) genannt 
werden, der sich nur 48,9 % der Genfamilien mit dem E. coli O157:H7-Stamm 4045 teilt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mit Hilfe des Mauve Alignment Programms können die Genome aneinandergelegt werden. 
Die Genomabschnitte werden dann angeordnet und farbig unterlegt. Die Abschnitte 
können somit direkt anhand von Länge und Farbe verglichen werden. In Abbildung 3.12 
sind die Genome aller Symbioflor 2 E. coli aneinander gelegt. Die Abbildung ist keine 
endgültige Darstellung der Genome, da alle Genomsequenzen noch aus mehreren Contigs 
bestehen und auch bestehende Contigs falsch assembliert und einsortiert sein könnten. Vor 
allem kleinere Sequenzabschnitte müssen noch umsortiert werden. 
Abbildung 3.11: Vergleich der Proteome der Symbioflor 2 E. coli. 
Am Rand sind die Zahlen der Genfamilien eines Genomotyps aufgeführt. Die Felder in 
der Mitte stellen farbig dar, wieviele der Genfamilien in zwei verglichenen 
Genomotypen vorkommen. Eine starke Intensität des Grüns deutet auf einen hohen 
Grad der Übereinstimmung hin. Die Anzahl der Gene weicht von den Angaben in 
Tabelle 3.5 ab, da es sich um Ergebnisse eines früheren Stands der Arbeiten (April 
2011) handelt. Quelle: Trudy Wassenaar. 
  
 
Abbildung 3.12: Homologievergleich der Genome von E. coli G3/10, G1/2, G4/9, G5, G6/7 und G8 (Stand: Januar 2012). 
Ein Vergleich der Genome der E. coli-Stämme aus Symbioflor 2 auf Nukleotidebene mit dem Programm Mauve 2.3.1 (Darling et al., 2004) bestätigt die nahe 
Verwandtschaft der Stämme.  
E. coli G3/10 
E. coli G1/2 
E. coli G4/9 
E. coli G5 
E. coli G8 
E. coli G6/7 
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Die Genome von E. coli G6/7 und G8 sind sehr ähnlich, erkennbar durch die Länge der 
farbig dargestellten Flächen sowie deren Homogenität. Im Gegensatz dazu zeigt der 
entfernter verwandte E. coli G3/10 deutliche, weiß dargestellte Unterbrechungen der 
farbigen Flächen. An diesen Stellen sind Genomabschnitte vorhanden, die nicht mit den 
restlichen fünf E. coli-Genomotypen übereinstimmen. Häufig haben dort Insertionen 
von Genominseln oder Phagenregionen stattgefunden. 
 
3.1.7 Genomvergleich der Symbioflor 2 E. coli mit anderen E. coli-Stämmen 
und nahen Verwandten 
 
Ein Genomvergleich zu anderen sequenzierten E. coli ermöglicht eine Aussage über die 
Einordnung der Symbioflor 2 E. coli. Eine Möglichkeit des Vergleichs ist das MLST, 
wobei der in Abbildung 3.13 dargestellte Baum entsteht. Alle Symbioflor 2 E. coli 
liegen in einem Cluster und sind am nächsten verwandt mit nicht-pathogenen E. coli. Da 
diese Methode jedoch nur auf der Verwendung von sieben Housekeeping Genen basiert, 
ist sie von geringer Aussagekraft bezüglich der Diversität der zugrunde liegenden 
Genome. Der Phänotyp von pathogenen oder kommensalen bzw. probiotischen E. coli 
ist meist durch den flexiblen Genpool eines Stamms definiert (Hacker et al., 2003). Der 
variable Genpool kann durch hierarchische Clusteranalyse erfasst werden (Snipen und 
Ussery, 2010). Diese Methode ordnet Genome danach, ob Gene vorhanden oder nicht 
vorhanden sind, wobei das Kerngenom und Singleton-Gene ignoriert werden. In 
Abbildung 3.14 ist ein Vergleich von 55 Genomen von E. coli und drei verwandter 
Spezies (Escherichia fergusonii, Escherichia albertii und Salmonella enterica) mit den 
sechs Genomotypen von Symbioflor 2 dargestellt. Alle Symbioflor 2 E. coli werden klar 
in das große und diverse Cluster der kommensalen E. coli eingeordnet, das deutlich 
getrennt von den pathogenen E. coli liegt. Basierend auf ihrem variablen Genpool kann 
eine eindeutige Zuordnung der Symbioflor 2 E. coli zu den apathogenen E. coli erfolgen. 
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Abbildung 3.13: Phylogenetischer Baum unter Verwendung von verknüpften MLST 
Genfragmenten. Die Analyse basiert auf Fragmenten von adk, icd, recA, purA, mdh, fumC und 
gyrB unter Einbeziehung von zuvor sequenzierten E. coli-Stämmen und den Symbioflor 2-
Genomotypen. Hohe Bootstrap-Werte (in rot angegeben) bedeuten eine hohe Zuverlässigkeit der 
Verzweigung. Quelle: Trudy Wassenaar. 
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  B 
 
 
Apathogenes 
Cluster 
Abbildung 3.14: Pangenom-Cluster von E. coli und verwandten Spezies basierend auf dem 
Abgleich ihres variablen Genpools. Symbioflor 2 E. coli gruppieren sich deutlich im Cluster der 
apathogenen E. coli ein. (A). Schematische Darstellung des Pangenoms. Das Pangenom, zu dem 
alle Symbioflor 2 E. coli beitragen, repräsentiert den kompletten Gengehalt des Produktes 
Symbioflor 2 (B). Die Bootstrap-Werte (in rot) sind prozentual angegeben und ermöglichen eine 
Aussage bezüglich der Stabilität der Verzweigung. Bei der Abbildung handelt es sich um eine 
Modifikation nach Lukjancenko et al. (Lukjancenko et al., 2010). 
Symbioflor 2 
A 
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3.2 Molekulare Analyse probiotischer Eigenschaften von Bakterien 
3.2.1 Erzeugung von E. coli-Mutanten 
3.2.1.1 Erzeugung großer genomischer, narbenloser Deletionen  
 
Große genomische Deletionen von bis zu 95 kb Länge wurden mit Hilfe einer 
narbenlosen Deletionsmethode basierend auf homologer Rekombination und 
Suizidvektortechnik durchgeführt (siehe 2.2.4.14.2). Die Methode hat den Vorteil, dass 
große Genominseln gezielt deletiert werden können und keine Narben oder Resistenzen 
im Genom verbleiben. Die Mutanten wurden in einem in vitro Adhärenzassay (siehe 
3.2.3.1) eingesetzt, mit dem Ziel, eine grobe Eingrenzung der gesuchten Gene zu 
erreichen. Die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten Mutanten sind in Tabelle 3.6 
aufgeführt.  
 
Tabelle 3.6 Narbenlose Deletionsmutanten von EcN. 
Bezeichnung Deletions-
region 
Deletion 
[kb] 
Flankierendes Gen 1 Flankierendes Gen 2 
EcNDS1 GEI I 95 ECN3088 ECN3198 
EcNDS12 trd1 42 ECN4451 ECN4502 
EcNDS13 trd3 38 ECN4010 ECN4071 
EcNDS15 trd2 39 ECN3958 ECN3993 
EcNDS16 fec 83 ECN4414 ECN4502 
EcNDS20 mcm, mch 7,9 ECN3144 ECN3155 
EcNDS = EcN Deletionsstamm; GEI I = Genomische Insel 1 nach Grozdanov et al. (Grozdanov 
et al., 2004; Schmidt, 2009); trd = Transposasenregion; fec = citratabhängiges Eisenauf-
nahmesystem; mcm = Mikrozin M Gencluster; mch = Mikrozin H47 Gencluster. 
 
3.2.1.2 Erzeugung kleinerer Deletionen  
 
Die Deletion kleinerer Genomabschnitte oder einzelner Gene erfolgte mit der Methode 
nach Datsenko und Wanner (Datsenko und Wanner, 2000), bei der eine kleine Narbe mit 
50-80 Nukleotiden im Genom verbleibt. Auch diese gezielten Mutanten wurden in 
einem in vitro Adhärenzassay (siehe 3.2.3.1) eingesetzt. Die im Rahmen dieser Arbeit 
erzeugten Mutanten sind in Tabelle 3.7 aufgeführt. 
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Tabelle 3.7 EcN Deletionsmutanten nach Datsenko und Wanner. 
Bezeichnung Deletiertes 
Gen 
Deletion 
[bp] 
Flankierendes Gen 1 Flankierendes Gen 2 
EcNDS23 mcmA 306 ECN3145 ECN3147 
EcNDS24 mchB 327 ECN3151 ECN3153 
EcNDS = EcN Deletionsstamm. 
 
3.2.1.3 Mutantenerzeugung durch Plasmide  
 
Im Rahmen der Charakterisierung einiger auf dem Plasmid pSYM1 enthaltener Gene 
wurden E. coli-Mutanten mit Hilfe von Klonierungen erzeugt (siehe Tabelle 3.8, 
Abbildung 3.15). Das Plasmid pSYM1-ST76An ist entstanden, um eine Konjugation 
von pSYM1 in E. coli G4/9 selektieren zu können. Dazu wurden definierte Bereiche 
(~ 500-1000 bp) von pSYM1 in pST76A kloniert und dieses in E. coli G3/10 
elektroporiert. Unter Einsatz von ampicillin-haltigem LB-Agar wurde ein 
Selektionsdruck erzeugt und pST76A in pSYM1 integriert. Das resultierende Plasmid 
pSYM1-ST76An enthält alle Gene von pSYM1 und zusätzlich eine integrierte 
Ampicillin-Resistenzkassette, welche eine Selektion während der Konjugation 
ermöglicht. Alle anderen in Tabelle 3.8 aufgeführten Mutanten wurden durch 
Klonierung von PCR-Produkten in unterschiedliche Vektoren erzeugt (siehe 2.2.4.15). 
 
Tabelle 3.8 Plasmiderzeugte E. coli-Mutanten. 
Plasmid Relevanter Genotyp Übertragung  
auf 
Übertragung  
durch 
pSYM1-ST76An Amp
R
, pilX-Konjugationssystem,  
mcsS, mcsI, mcsA, mcsB 
E. coli G4/9 Konjugation 
pAZ6 Amp
R
, mcsS, mcsI, mcsA, mcsB E. coli G4/9, 
E. coli MDS42 
Elektroporation 
pAZ8 Amp
R
, mcsI, mcsA, mcsB E. coli G4/9, 
EPEC E2348/69 
Elektroporation 
pAZ9 Cm
R
, mcsS E. coli G4/9 Elektroporation 
pAZ10 Cm
R
, ORF1 E. coli G4/9 Elektroporation 
pAZ11 Cm
R
, ORF2 E. coli G4/9 Elektroporation 
pAZ12 Cm
R
, verkürztes mcsS E. coli G4/9 Elektroporation 
pAZ13 Amp
R
, mcsI EPEC E2348/69 Elektroporation 
pAZ14 Amp
R
, verkürztes mcsI EPEC E2348/69 Elektroporation 
pAZ15 Amp
R
, PBAD, mcsS E. coli MDS42 Elektroporation 
ORF = offener Leserahmen; PBAD = araC Aktivator-Promotor. 
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Um bestimmte Gene aus dem Plasmid pSYM1 charakterisieren zu können, wurden 
Sequenzabschnitte oder einzelne Gene in Vektoren kloniert. In Abbildung 3.15 ist 
übersichtlich dargestellt, welche Abschnitte aus pSYM1 in welche Klonierungsvektoren 
integriert wurden. Die so erzeugten Plasmide wurden für die in den Punkten 3.2.3.3, 
3.2.4.2 und 3.2.4.4 dargestellten Versuche verwendet. 
 
 
 
 
 
3.2.2 Verminderung der Invasivität von pathogenen Bakterien in vitro 
3.2.2.1 Etablierung eines in vitro Invasionsassays mit Salmonella 
typhimurium 
 
Die Inhibition der Invasivität pathogener Bakterien ist einer der Wirkmechanismen 
probiotischer Bakterien (siehe 1.3.2). Salmonella enterica ssp. enterica serovar 
Typhimurium, im Folgenden abgekürzt als S. typhimurium bezeichnet, ist einer der 
häufigsten Erreger der bakteriellen Gastroenteritis, die meist durch die Aufnahme 
verunreinigter Lebensmittel verursacht ist. Salmonellen gehören zu den invasiven 
Erregern, die in phagozytierende als auch nicht-phagozytierende Zellen eindringen 
können. Der Invasionsvorgang in nicht-phagozytierende Zellen erfolgt mit Hilfe eines 
Abbildung 3.15: Klonierungsstrategie der pAZ-Plasmide. 
Die Klonierung der Gene oder Genfragmente mcsB (rot), mcsA (orange), mcsI (gelb), mcsS 
(dunkelblau) und/oder ORF1 und 2 (hellblau) von pSYM1 erfolgte mittels unterschiedlicher 
Restriktionsenzyme in die Vektoren pBR322, pACYC 184 oder pGS1. 
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Typ III-Sekretionssystems T3SS-1, bei dem mindestens 15 Effektormoleküle in die 
Wirtszelle transloziert werden (Ibarra und Steele-Mortimer, 2009). Im Rahmen dieses 
Projektes wurde eine medizinische Doktorarbeit (Julia Müller, TU Dresden) angefertigt, 
die sich u. a. mit der Etablierung eines in vitro Invasionsassays mit S. typhimurium 
beschäftigte. Mit diesem Testsystem sollte die Verminderung der Invasivität eines 
S. typhimurium-Patientenisolats durch probiotische Bakterien sichtbar gemacht werden. 
Das Ergebnis ist ein Protokoll unter Verwendung von HT-29 Zellen, wie es in Abschnitt 
2.2.3.2 im Methodenteil wiedergegeben ist. Die Invasionseffizienz wird ermittelt, indem 
die Invasivität von S. typhimurium allein auf 100 % gesetzt wird. Zudem wurde der 
prozentuale Anteil invasiver Salmonellen nach Co-Inkubation mit EcN, dem nah 
verwandten E. coli CFT073 und dem Kontrollstamm K-12 MG1655 ermittelt (siehe 
Abbildung 3.16). 
 
 
 
 
 
Der probiotische Stamm EcN inhibiert die Invasivität der Salmonelle signifikant um 
56 % verglichen zu einer Inkubation von HT-29 Zellen mit S. typhimurium allein 
(Negativkontrolle). Der zu EcN genetisch nah verwandte E. coli Stamm CFT073 sowie 
der nicht-probiotische E. coli Laborstamm K-12 MG1655 verhindern die Invasivität der 
Salmonelle nur um ca. 20 %. Diese Minderung ist erklärbar durch die zunehmende 
Abbildung 3.16: Invasionseffizienz von 
S. typhimurium in humane intestinale 
Epithelzellen nach Vorinkubation mit EcN, 
E. coli CFT073 und E. coli K-12 MG1655 
als Kontrollstamm. Konfluente HT-29-
Zellen wurden mit verschiedenen Stämmen 
und einer MOI von 100:1 (E. coli zu 
Wirtszellen) beimpft. Zeitgleich erfolgte die 
Zugabe von S. typhimurium ebenfalls mit 
einer MOI von 100:1 (Salmonellen zu 
Wirtszellen). Nach drei Stunden In-
kubationszeit bei 37 °C wurde mit PBS 
gewaschen und Gentamicin zugegeben, um 
extrazelluläre Bakterien abzutöten. Invasive 
Bakterien wurden nach Zelllyse mit Triton 
X-100 mit Hilfe von Verdünnungsreihen auf 
Agarplatten ausgezählt. Die Invasions-
effizienz in % ist relativ zur Invasivität von 
S. typhimurium ohne eine Vorinkubation 
(Negativkontrolle, 100 %) dargestellt. 
Balken mit gegebenen Standardab-
weichungen beruhen auf Ergebnissen von 
mindestens drei unabhängigen Versuchen in 
zwei Wells. *p ≤ 0,01. 
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Konkurrenz um Bindestellen an die Wirtszellen infolge der doppelten 
Gesamtbakterienzahl. Dennoch ist der Test aufgrund seiner relativ hohen 
Standardabweichungen, der geringen Reproduzierbarkeit und der im Abschnitt 3.2.2.2 
beschriebenen Eigeninvasivität von EcN weniger aussagekräftig als der im Folgenden 
verwendete in vitro Adhärenzassay (siehe 3.2.3). Daher wurden keine weiteren 
Versuche angeschlossen, die zum Auffinden einer Ursache für den 
invasivitätsmindernden Effekt von EcN beitragen könnten. 
 
3.2.2.2 Invasivität von E. coli Nissle 1917 
 
Bereits in vorangegangenen Studien wurde beobachtet, dass eine geringe Zahl an EcN 
innerhalb der in vitro Invasionsversuche mit Salmonellen selbst invasiv zu sein scheint 
(Zschüttig, 2008; Schmidt, 2009). In dieser Arbeit wurden mikroskopische Aufnahmen 
erzeugt, die das Eindringen von EcN in CACO-2-Wirtszellen belegen. In einer 
konfokalmikroskopischen Aufnahme sind rot fluoreszierende EcN intrazellulär sichtbar. 
Das Bild wurde in verschiedenen Ebenen (X-,Y- und Z-Achse) aufgenommen (siehe 
Abbildung 3.17). 
In elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennen, wie EcN invadierende 
Vorgänge in Epithelzellen vollzieht (siehe Abbildung 3.18). Alle Versuche wurden unter 
in vitro Bedingungen durchgeführt. Jedoch sind auch in vivo invasive Eigenschaften von 
EcN beschrieben worden. Nach oraler Verabreichung von EcN führte der Stamm in 
keimfrei aufgezogenen Mäusen unter bestimmten Bedingungen zu Erkrankung oder Tod 
der Tiere. EcN wurde danach aus zahlreichen Organen isoliert und kultiviert (Bleich et 
al., 2008). Die Ergebnisse zeigen, dass EcN unter bestimmten nicht-natürlichen 
Bedingungen einen virulenten Phänotyp aufweisen kann. Der Zusammenhang zwischen 
den beobachteten Fähigkeiten von EcN und dessen probiotischem Charakter sollte in 
weiteren Studien analysiert werden. 
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Abbildung 3.18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der invasiven Eigenschaften 
von EcN. Vergrößerung: 20.000 x, Quelle: Manfred Rohde, HZI Braunschweig. 
Abbildung 3.17: Konfokalmikroskopische 
Aufnahme der Invasivität von EcN in 
CACO-2-Zellen. Die Zellen wurden 
infiziert mit EcN-DsRed. DNA wurde mit 
DAPI und Membranen mit Vybrant DiO 
(blass grün) gefärbt. 
EcN 
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3.2.3 Verminderung der Adhärenz von pathogenen Bakterien in vitro 
3.2.3.1 Adhärenzassay mit Escherichia coli Nissle 1917 Wildtyp und 
Mutanten 
 
Die Inhibition der Adhärenz pathogener Erreger ist einer der Wirkmechanismen 
probiotischer Bakterien (siehe 1.3.2). EPEC sind Diarrhö-verursachende Bakterien, die 
häufig im Zusammenhang mit der Säuglingsenteritis stehen (Bray, 1945; Levine und 
Edelman, 1984). Trotz der Abnahme der Infektionsfälle in Industrieländern, werden 
nosokomiale neonatale Diarrhöen in Entwicklungsländern immer noch mit einer hohen 
Mortalität beobachtet. EPEC können in vitro an intestinale Epithelzellen adhärieren. Der 
Pathogenitätsmechanismus beruht auf dem sogenannten „attaching and effacing“, bei 
dem das Adhäsin Intimin (Tir) der äußeren Membran an einen translozierten Tir-
Rezeptor in der Zellwand der Epithelzelle bindet. Der Tir-Rezeptor wurde von den 
Bakterien produziert und über ein Typ III-Sekretionssystem in die Wirtszelle 
eingebracht (Donnenberg und Kaper, 1992). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein in vitro 
Adhärenzassay unter Verwendung humaner intestinaler Epithelzellen eingesetzt, um die 
Fähigkeit der Adhärenzminderung zu verdeutlichen (siehe 2.2.3.1). Der Adhärenzassay 
wurde etabliert unter Verwendung von EPEC E2348/69 als adhärentem Stamm. Er 
funktioniert ebenso mit dem Mäusepathogen Citrobacter rodentium, das ebenfalls eine 
„attaching und effacing“-Aktivität aufweist (Daten nicht gezeigt) sowie mit anderen 
Stämmen, die zur Adhärenz fähig sind. Die Adhärenzeffizienz wird ermittelt, indem die 
Adhärenz von EPEC allein an CACO-2- oder LOVO-Zellen auf 100 % gesetzt wird. 
Zudem wurde der prozentuale Anteil adhärenter EPEC nach Vorinkubation mit 
unterschiedlichen Stämmen, sowohl Wildtypen als auch Mutanten, im Vergleich zu der 
Adhärenz von EPEC allein ermittelt. Die Adhärenz von EPEC an die 24-Well-Platte ist 
gering (siehe Abbildung 3.19) und daher zu vernachlässigen. Der probiotische Stamm 
EcN inhibiert die Adhärenz von EPEC um 90 %, wobei nicht-probiotische 
Kontrollstämme, wie der K-12 Laborstamm E. coli MDS42, die Adhärenz von EPEC 
nur minimal beeinflussen. Die Daten von Kleta et al., die die intestinale Epithelzelllinie 
IPEC-J2 vom Schwein verwendeten, konnten damit unter Verwendung anderer 
Zelllinien reproduziert werden (Kleta et al., 2006). Da die Ursache der 
Adhärenzminderung ungeklärt war, wurden mit einer narbenlosen Deletionsmethode 
unterschiedliche EcN-Mutanten mit großen genomischen Deletionen von bis zu 95 kb 
erzeugt (siehe 3.2.1.1) und im Adhärenzassay getestet. Die Mutanten EcNDS12, 
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EcNDS13, EcNDS15 und EcNDS16 sowie die bei Vorarbeiten getesteten 
Einzelmutanten (Zschüttig, 2008; Schmidt, 2009) zeigten keine signifikanten 
Abweichungen zum Wildtyp. Die EcN-Mutante EcNDS1, die eine Deletion der 
Genomischen Insel 1 (GEI I, (Grozdanov et al., 2004)) aufweist, führte jedoch zu einem 
signifikanten Anstieg der Adhärenzeffizienz im Vergleich zum EcN-Wildtyp (siehe 
Abbildung 3.19) und wurde daher näher untersucht. 
 
 
Die von Grozdanov et al. definierte Genominsel GEI INissle 1917 ist 97 kb groß und mit der 
tRNA serX assoziiert (Grozdanov et al., 2004). Diese DNA-Region beinhaltet die mch- 
und mcm-Mikrozin-Determinanten von EcN sowie foc- und iro-Gencluster, welche F1C-
Fimbrien und das Salmochelin-Eisenaufnahmesystem kodieren. Die genannten Faktoren 
tragen alle zur Fitness des Stamms bei. Weiterhin sind Autotransporter und die 
phagenverwandten, nicht näher charakterisierten Gene yeeP und yeeS-W auf der GEI 
INissle 1917 kodiert. Im Folgenden wurden große Bereiche der GEI I teildeletiert, wobei 
auch die mikrozinfreie Deletionsmutante EcNDS20 entstanden ist. Die Deletion der 
Mikrozine führte zu einem signifikanten Anstieg der Adhärenzeffizienz auf 75 %. Der 
im Adhärenzassay beobachtete Effekt ist somit möglicherweise keine 
Abbildung 3.19: Adhärenzeffizienz von EPEC E2348/69 an humane intestinale Epithelzellen 
nach Vorinkubation mit EcN und EcN-Deletionsstämmen (EcNDS). Konfluente CACO-2- oder 
LOVO-Zellen wurden mit verschiedenen Stämmen und einer MOI von 100:1 (E. coli zu 
Wirtszellen) vorinkubiert. Nach zwei Stunden Inkubationszeit wurde mit PBS gewaschen und 
mit einer MOI von 100:1 mit EPEC E2348/69 infiziert. Die Adhärenzeffizienz in % ist relativ 
zur Adhärenz von EPEC E2348/69 ohne eine Vorinkubation (Negativkontrolle, 100 %) 
dargestellt. Balken mit gegebenen Standardabweichungen beruhen auf Ergebnissen von 
mindestens drei unabhängigen Versuchen in zwei Wells. *p ≤ 0,01 verglichen zum Wildtyp. 
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Adhärenzminderung von EPEC, sondern eine mikrozinbedingte Abtötung der Bakterien 
in Kokultur. Da EcN zwei funktionsfähige Mikrozine (M und H47) kodiert, wurden 
EcN-Einzelgenmutanten erzeugt, in denen zum einen die Gene für Mikrozin M (mcmA) 
bzw. zum anderen Mikrozin H47 (mchB) deletiert sind. Mit der Methode nach Datsenko 
und Wanner (Datsenko und Wanner, 2000) entstanden so die EcN-Mutanten EcNDS23 
und EcNDS24 (siehe 3.2.1.2). Beide Mutanten verhalten sich wie der EcN-Wildtyp, was 
bedeutet, dass beide Mikrozine eigenständig den Effekt der Adhärenzminderung 
bewirken. Mikrozine sind lösliche Faktoren, die in den Überstand einer Bakterienkultur 
abgegeben werden. Daher wurde der Versuch mit sterilfiltriertem Kulturüberstand 
durchgeführt. In Abbildung 3.20 ist zu erkennen, dass die Verwendung von 1 ml 
Überstand nicht den Effekt von lebenden EcN-Zellen bewirkt. Zu erklären ist dies 
möglicherweise mit dem verwendeten Protokoll, bei dem eine Vorinkubation mit 
Überstand bzw. Bakterienzellen von 2 h durchgeführt wird. Nach drei Waschschritten 
mit PBS ist der Kulturüberstand und darin enthaltene Proteine komplett entfernt, 
wogegen Reste von lebenden Bakterienzellen adhärenzvermittelt auf den Zellen 
verbleiben. Wird nun der EPEC hinzugefügt, ist es möglich, dass die Konkurrenz um 
Nährstoffe, wie z. B. Eisen, erst die Mikrozinexpression in EcN aktiviert. Das Ergebnis 
steht somit nicht im Widerspruch zu der Erkenntnis, dass Mikrozine für den 
beobachteten Effekt der EcN-vermittelten Adhärenzminderung verantwortlich sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.20: Adhärenzeffizienz von EPEC 
E2348/69 an humane intestinale Epithelzellen nach 
Vorinkubation mit Zellen und sterilfiltriertem 
Kulturüberstand von EcN. Konfluente CACO-2- oder 
LOVO-Zellen wurden mit EcN-Zellen in einer MOI 
von 100:1 (E. coli zu Wirtszellen) bzw. mit 1 ml 
sterilfiltriertem Überstand vorinkubiert. Nach zwei 
Stunden Inkubationszeit wurde mit PBS gewaschen 
und mit einer MOI von 100:1 mit EPEC E2348/69 
infiziert. Die Adhärenzeffizienz in % ist relativ zur 
Adhärenz von EPEC E2348/69 ohne eine 
Vorinkubation (Negativkontrolle, 100 %) dargestellt. 
Balken mit gegebenen Standardabweichungen beruhen 
auf Ergebnissen von mindestens drei unabhängigen 
Versuchen in zwei Wells. 
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3.2.3.2 Testung von Symbioflor 2 E. coli im Adhärenzassay 
 
Da die Symbioflor 2 E. coli ebenfalls als probiotische E. coli eingestuft werden, wurden 
alle sechs Genomotypen G1/2, G3/10, G4/9, G5, G6/7 und G8 nach 
Genomsequenzierung in dem etablierten Adhärenzassay getestet (siehe Abbildung 3.21). 
 
 
 
In Abbildung 3.21 ist dargestellt, dass E. coli G3/10 die Adhärenzeffizienz von EPEC in 
vergleichbarem Maße wie EcN inhibiert. Alle anderen Symbioflor 2 E. coli führen nur 
zu einer nicht signifikanten Adhärenzminderung und sind vergleichbar mit dem 
Kontrollstamm E. coli MDS42. 
Nach Genomsequenzierung und automatischer bzw. manueller Annotation des Genoms 
von E. coli G3/10 stand fest, dass keines der bisher bekannten Mikrozine (siehe 1.5.2) 
im Genom oder auf den natürlichen Plasmiden kodiert ist. Es lag also die Vermutung 
nahe, dass ein antimikrobielles Peptid, das bisher nicht bekannt bzw. dessen kodierendes 
Gen nicht identifiziert ist, in dem Symbioflor 2-Stamm zu finden ist. Auf dem gesamten 
Genom von E. coli G3/10 konnten auch mittels computerbasierter Suche keine Bereiche 
Abbildung 3.21: Adhärenzeffizienz von EPEC E2348/69 an humane intestinale Epithelzellen 
nach Vorinkubation mit den in Symbioflor 2 enthaltenen E. coli (G1/2, G3/10, G4/9, G5, 
G6/7, G8) und Kontrollstämmen. Konfluente CACO-2- oder LOVO-Zellen wurden mit 
verschiedenen Stämmen und einer MOI von 100:1 (E. coli zu Wirtszellen) vorinkubiert. Nach 
zwei Stunden Inkubationszeit wurde mit PBS gewaschen und mit einer MOI von 100:1 mit 
EPEC E2348/69 infiziert. Die Adhärenzeffizienz in % ist relativ zur Adhärenz von EPEC 
E2348/69 ohne eine Vorinkubation (Negativkontrolle, 100 %) dargestellt. Die Ergebnisse 
stellen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen in zwei Wells dar. 
*p ≤ 0,01. 
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identifiziert werden, die Homologien zu bekannten Mikrozinen oder Colicinen 
aufweisen. Lediglich auf dem identifizierten Megaplasmid pSYM1 (siehe Abbildung 
3.7) wurden zwei Gene lokalisiert, die Homologien zu Mikrozintransportergenen 
zeigten. Diese werden im Abschnitt 3.2.4.1 näher erläutert. Mikrozine sind häufig 
plasmidkodiert (Baquero et al., 1978). Um eine Beteiligung von pSYM1 bzw. der 
genannten Region zu untersuchen, wurden im Folgenden E. coli-Mutanten verwendet, 
die das Plasmid pSYM1 bzw. Teile davon in Vektoren enthalten. 
 
3.2.3.3 Escherichia coli G3/10 - Detektion eines antimikrobiellen Peptids 
 
Mit Hilfe des in vitro Adhärenzassays können auch plasmiderzeugte Mutanten getestet 
werden. Die Vor- und Hauptkulturen der Stämme wurden dazu mit dem entsprechenden 
Antibiotikum angezüchtet und dieses dann vor der Zellinfektion durch Waschschritte 
wieder entfernt. pSYM1 oder Teile davon wurden in E. coli MDS42 oder E. coli G4/9 
gebracht, da die Wildtypen dieser Stämme keine EPEC-adhärenzmindernden 
Eigenschaften zeigen und E. coli G4/9 nur ein natürliches Plasmid trägt (siehe 3.1.4) 
sowie genetisch mit E. coli G3/10 nah verwandt ist (siehe 3.1.6). Die in Abbildung 3.23 
gezeigten Plasmide wurden getestet. Der Vektor pUC19 dient als Kontrolle, um eine 
antibiotikavermittelte Abtötung auszuschließen. pSYM1-ST76An besteht aus dem 
Plasmid pSYM1, in welches über homologe Rekombination eine Ampicillin-
Resistenzkassette eingebracht wurde. Nach Übertragung von pSYM1-ST76An auf E. 
coli G4/9 mittels Konjugation zeigt sich eine deutliche Fähigkeit der EPEC-
Adhärenzminderung (25 %). Eine Beteiligung von pSYM1 ist damit nachgewiesen. 
Anschließend wurde das Plasmid pAZ6 erzeugt, welches ein 4,7 kb großes Fragment 
von pSYM1 enthält (siehe Abbildung 3.22). In diesem Bereich sind die u. a. zwei Gene 
enthalten, die Homologien zu Mikrozintransportergenen aufweisen. 
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Das Konstrukt pAZ6 führte sowohl in E. coli G4/9 als auch in E. coli MDS42 zu einer 
massiven Reduktion der Adhärenz von EPEC an die humanen intestinalen Epithelzellen 
auf unter 10 % im Vergleich zur Negativkontrolle (100 %). Damit hat sich der Verdacht 
erhärtet, dass in diesem Bereich ein antimikrobielles Peptids kodiert ist. Anschließend 
wurden Abschnitte des 4,7 kb großen Plasmidfragments weiter kloniert. Im Weiteren 
werden die in dem Bereich lokalisierten und später benannten Gene mit ihrer 
Genbezeichnung beschrieben. Zuerst wurde Plasmid pAZ8 erzeugt, das die Gene mcsI, 
mcsA und mcsB enthält. Diese Gene kodieren nicht das Mikrozin selbst, da pAZ8 in 
E. coli G4/9 zu keiner Inhibierung der Adhärenz von EPEC führt. Drei kleine 
Leserahmen, die strangaufwärts von mcsI liegen (siehe Abbildung 3.24), wurden 
anschließend in pACYC184 kloniert, wobei die Plasmide pAZ9, pAZ10 und pAZ11 
entstanden (siehe Tabelle 3.8, Abbildung 3.15). Unter Verwendung von Ampicillin und 
Chloramphenicol wurden jeweils pAZ8 und eines der drei Plasmide in E. coli G4/9 
repliziert.  
 
Abbildung 3.22: Plasmidkarte von pAZ6.  
Über die Restriktionsschnittstellen SalI und NheI wurde ein 4,7 kb 
großer Bereich aus pSYM1 in pBR322 kloniert. 
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In Abbildung 3.23 ist zu erkennen, dass die Koexistenz der Plasmide pAZ8 und pAZ9 
zu einer signifikanten Inhibition der EPEC-Adhärenz führt. Zwei andere Leserahmen 
(ORF1, ORF2) haben keinen signifikanten Effekt zur Folge. Ebenso führt die 
Verwendung von pAZ12, welches eine verkürzte Form des mcsS Leserahmens enthält, 
zu keiner Minderung der Adhärenzeffizienz von EPEC. Somit konnte das 363 bp große 
Gen mcsS identifiziert werden, welches ein neues, bisher nicht charakterisiertes 
antimikrobielles Peptid kodiert.  
  
Abbildung 3.23: Adhärenzeffizienz von EPEC E2348/69 an humane intestinale Epithelzellen 
nach Vorinkubation mit E. coli MDS42 oder E. coli G4/9 unter Verwendung von Wildtypen und 
plasmidtragenden Mutanten. Konfluente CACO-2- oder LOVO-Zellen wurden mit 
verschiedenen Stämmen und einer MOI von 100:1 (E. coli zu Wirtszellen) vorinkubiert. Nach 
zwei Stunden Inkubationszeit wurde mit PBS gewaschen und mit einer MOI von 100:1 mit 
EPEC E2348/69 infiziert. Die Adhärenzeffizienz in % ist relativ zur Adhärenz von EPEC 
E2348/69 ohne eine Vorinkubation (Negativkontrolle, 100 %) dargestellt. Die Ergebnisse stellen 
Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen in zwei Wells dar. *p ≤ 0,01. 
pSYM1-ST76An = mcsSIAB; pAZ6 = mcsSIAB; pAZ8 = mcsIAB; pAZ9 = mcsS; pAZ10 = 
ORF1; pAZ11 = ORF2; pAZ12 = verkürztes mcsS. 
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3.2.4 Detektion von Mikrozin S in Escherichia coli G3/10 
3.2.4.1 Analyse des für Mikrozin S kodierenden Operons 
 
In Abbildung 3.24 ist eine Übersicht des auf pSYM1 kodierten Genclusters dargestellt. 
Es besteht aus den vier Genen mcsS, mcsI, mcsA und mcsB, die im Rahmen dieser Arbeit 
benannt wurden. 
 
 
 
- Das Gen mcsS (363 bp) kodiert das 120 Aminosäuren (AS) große Mikrozin S 
(MccS). Sowohl auf Nukleotid- als auch auf Aminosäure-Ebene zeigt Mikrozin 
S keine Sequenzhomologien zu bereits bekannten Mikrozinen. Das Protein kann 
aufgrund einiger Strukturmerkmale zur Klasse II der Bakteriozine zugeordnet 
werden. Die Organisation von vier Genen im Mikrozin S-Gencluster entspricht 
ebenfalls der Zuordnung zu den Klasse IIa Mikrozinen (ausführliche Analyse 
siehe 3.2.4.7). 
- Den in Abbildung 3.24 dargestellten möglichen Leserahmen ORF1 und ORF2 
konnte bisher keine Beteiligung an der Funktion von Mikrozin S nachgewiesen 
werden. 
- Das benachbarte Gen mcsI (651 bp) kodiert ein 216 AS großes Protein, das für 
die Immunität gegenüber MccS verantwortlich ist (siehe 3.2.4.2). Eine BLASTp-
Analyse ergibt sehr geringe Homologien von ca. 40 % zu dem „Mikrozin M 
activity protein“ McmM. 
- Das 1254 bp große Gen mcsA kodiert ein 417 AS großes Protein, das 
Sequenzhomologien (bis 83 %) zu Sekretionsproteinen der HlyD-Familie hat 
(siehe Abbildung 7.1A im Anhang). Laut Pfam Datenbank ((Finn et al., 2010), 
InterPro entry IPR006143) sind Proteine dieser Familie evolutionär verwandt 
und haben 390 bis 480 AS. Sie scheinen in der inneren Membran über einen N-
Abbildung 3.24: Mikrozin S Gencluster auf dem Megaplasmid pSYM1. 
Es besteht aus den Genen mcsS, mcsI, mcsA und mcsB. Bei ORF1 und ORF2 konnte keine 
bakterizide Funktion nachgewiesen werden. AS = Aminosäuren. 
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terminalen Transmembranbereich verankert zu sein. Ihre genaue Funktion bei 
der Sekretion ist bisher nicht bekannt. Auch das Protein CvaA ist ein HlyD-
verwandtes Protein, welches bei der Sekretion von Colicin V (MccV) beteiligt 
ist.  
- Das vierte beteiligte Gen ist mcsB (2178 bp), welches ein 725 AS großes 
Transporterprotein kodiert. BLASTp-Analysen ergaben eine Homologie von bis 
zu 90 % zu ABC-Transporterproteinen (siehe Abbildung 7.1B im Anhang). 
ABC-Transporter sind Proteine mit ein oder zwei Transmembranregionen aus je 
sechs Transmembranhelices, einer Peptidase-Domäne und einer ATP-bindenden 
Domäne, da die notwendige Energie durch Hydrolyse von ATP generiert wird. 
Proteine der ABC-Superfamilie sind häufig für den schnellen Export von 
toxischen Molekülen, aber auch für den Transport vieler physiologischer 
Substrate verantwortlich (Davidson et al., 2008). Bei vielen der bekannten 
Colicine und Mikrozine sind ABC-Transporter am Export beteiligt, z. B. CvaB 
für den Transport von Colicin V oder die sehr homologen Proteine MclB, MtfB, 
MceG und MchF für den Transport der Mikrozine L (MccL), 24 (Mcc24), E492 
(MccE492) bzw. M/H47 (MccM, MccH47) sowie bei Klasse II-Bakteriozinen 
Gram-positiver Bakterien (Havarstein et al., 1995) und RTX Toxinen (Blight et 
al., 1994). 
 
3.2.4.2 Immunität gegenüber Mikrozin S 
 
Die meisten Mikrozine sind charakterisiert durch ein eigenes Protein, welches für die 
Selbst-immunität des Bakteriums gegen das gebildete Mikrozin verantwortlich ist. Der 
Begriff „Immunität“ wird aufgrund der langjährigen Nutzung in der Mikrozinforschung 
weiterhin verwendet, obwohl der Begriff „Resistenz“ in Anlehnung an die Verwendung 
bei Antibiotika als angemessener erscheint.  
Das Gen mcsI, das direkt neben mcsS kodiert ist, zeigt Homologien zu der CAAX 
aminoterminalen Proteasefamilie, die möglicherweise an der Mikrozin-Selbstimmunität 
beteiligt ist. Proteinanalysen ergaben keine Signalsequenzen oder Transmembranhelices. 
Um eine Funktion des Proteins nachzuweisen, wurde mcsI über die Plasmide pAZ8 
(mcsI, mcsA, mcsB), pAZ13 (mcsI) bzw. pAZ14 (gekürztes mcsI) in den Stamm EPEC 
E2348/69 transformiert und dieser im Adhärenzassay allein bzw. nach Vorinkubation 
mit EcN, E. coli G3/10, E. coli G4/9 und E. coli G4/9 pAZ6 getestet (siehe Abbildung 
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3.25). Die Zellzahlen adhärenter EPEC ohne Vorinkubation mit einem anderen Stamm 
wurden auf 100 % gesetzt. Eine Vorinkubation mit EcN, E. coli G3/10 oder E. coli G4/9 
pAZ6 führte in Abwesenheit des Gens mcsI (dunkle Balken) zu der bereits beobachteten 
Inhibition der Adhärenzeffizienz von EPEC auf ca. 10 %. Ist das vollständige Gen mcsI 
in EPEC vorhanden (mittlere zwei Graustufen) kommt es zu einer signifikanten 
Aufhebung des Effektes. Eine Immunität von EPEC gegenüber MccS verursacht durch 
McsI ist damit nachgewiesen. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass McsI nicht die 
Wirkung der EcN-Mikrozine M und H47 aufhebt. Es besteht keine Kreuz-Immunität. 
Die Verwendung eines alternativen Leserahmens von mcsI in pAZ14 und die daraus 
resultierende Verkürzung von McsI führt zu keiner Immunität gegenüber MccS. Das 216 
Aminosäuren lange Protein McsI konnte somit als Immunitätsprotein gegenüber MccS 
nachgewiesen werden. 
 
 
Abbildung 3.25: Adhärenzeffizienz von EPEC E2348/69-Wildtypen und plasmidtragenden 
Mutanten an humane intestinale Epithelzellen nach Vorinkubation mit verschiedenen mikrozin-
produzierenden und nicht-mikrozinbildenden Stämmen. Konfluente CACO-2- oder LOVO-
Zellen wurden mit den Teststämmen EcN, E. coli G3/10, E. coli G4/9 oder E. coli G4/9 pAZ6 
mit einer MOI von 100:1 (E. coli zu Wirtszellen) vorinkubiert. Nach zwei Stunden 
Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit EPEC E2348/69 (MOI 100:1) 
infiziert. Die Adhärenzeffizienz in % ist relativ zur Adhärenz von EPEC E2348/69 ohne eine 
Vorinkubation (Negativkontrolle, 100 %) dargestellt. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte ± SD 
von mindestens drei unabhängigen Versuchen in zwei Wells dar. *p ≤ 0,01; **p ≤ 0,05. pAZ8 = 
mcsIAB; pAZ13 = mcsI; pAZ14 = verkürztes mcsI. 
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3.2.4.3 Screening auf Anwesenheit des Mikrozin S kodierenden Gens 
mcsS in Enterobacteriaceae 
 
Bis zum September 2011 gab es keinen Eintrag in der NCBI-Datenbank, welcher der 
Nukleotid- oder Aminosäuresequenz von Mikrozin S entsprach oder Homologien zu 
dieser zeigte. Am 04.09.11 erfolgte eine NCBI-Meldung des Plasmides pMO17_54 
einer Shigella sp. bei der die Gensequenz von mcsS mit 100 % Übereinstimmung zu 
finden ist. Das Gen ist dort annotiert als „hypothetical protein“. Ihm wurde keine 
Funktion zugewiesen. Das komplette MccS Operon ist bis heute nicht aufgeführt. 
 
 
 
Um weitere bisher nicht sequenzierte E. coli und andere Vertreter der 
Enterobacteriaceae zu testen, wurde ein PCR-Multiplex-Screening durchgeführt (siehe 
Abbildung 3.26). Das Gen recA wurde als Inhibitionskontrolle amplifiziert und liegt in 
allen Stämmen vor. Das Gen mcsS wurde in keinem der 38 getesteten E. coli-Isolate und 
je zwei Shigella sp. bzw. Salmonella sp. nachgewiesen. 
 
3.2.4.4 Nachweis einer bakteriziden Wirkung von Mikrozin S 
 
Im in vitro Adhärenzassay wird die Inhibition der Adhärenz von EPEC gemessen. Die 
Methode ist daher nicht als direkter Nachweis einer Abtötung geeignet. Eine Prüfung 
der toxischen Wirkung von Mikrozin S erfolgte daher unter Durchführung einer 
Abbildung 3.26: Multiplex-PCR zum Screening von mcsS unter Verwendung von recA als 
Inhibitionskontrolle. Die getesteten Stämme sind verbreitete Laborstämme und klinische 
Isolate der Human- und Tiermedizin mit unterschiedlichstem Ursprung. 
Ergebnisse 
 
93 
 
Schüttelkultur und Induktion der mcsS-Expression. Das Gen mcsS wurde dazu ohne 
Immunitätsgen in das Plasmid pGS1 kloniert, das den araC Aktivator-Promotor PBAD 
enthält. Durch Zugabe von 0,2 % L-Arabinose kann dann die mcsS Expression in pAZ15 
induziert werden. Die Ergebnisse der Messung der A600 und der Zählung der lebenden 
Zellen sind in Abbildung 3.27 dargestellt. Die Versuche wurden im Laborstamm E. coli 
MDS42 durchgeführt. Die L-Arabinose-Induktion von mcsS in pAZ15 bzw. der 
Kontrolle pGS1 erfolgte nach 1,5 h. Um eine toxische Wirkung der L-Arabinose 
auszuschließen wurde eine Wachstumskurve von E. coli MDS42 mit pAZ15 ohne 
Zugabe von L-Arabinose mitgeführt. 
 
 
Abbildung 3.27: Wachstumskurve von E. coli MDS42 mit pAZ15 oder pGS1 nach Messung  der 
A600 (A) und nach Zählung der koloniebildenden Einheiten (KBE/ml) (B). pAZ15 ist ein Vektor 
mit mcsS unter Kontrolle eines L-Arabinose induzierbaren araC PBAD Aktivator-Promotors. Die 
Induktion mit 0,2 % L-Arabinose erfolgte, sofern in der Legende angegeben (+), nach 90 
Minuten. pGS1 ist der leere Vektor mit araC PBAD Aktivator-Promotor. E. coli MDS42 mit 
pAZ15 zeigte eine signifikante Reduktion der A600 und der Koloniezahl nach Induktion mit 
L-Arabinose (rote Kästchen), verglichen zum Wachstum ohne L-Arabinose (grüne Dreiecke) und 
dem Vektor ohne mcsS (pGS1, blaue Rhomben). Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD von drei 
unabhängigen Experimenten. 
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Eine L-Arabinose induzierte Expression von mcsS führte mit einer Zeitverzögerung von 
30-60 min zu einem massiven Rückgang der Absorption (A600) bis auf Werte um 0,2 
zum Zeitpunkt der Messung nach 5 h, während die Kulturen ohne mcsS-Induktion bzw. 
der Kontrollstamm mit pGS1 auf eine Dichte von A600 > 2,0 anwuchsen (siehe 
Abbildung 3.27A). Zeitgleich wurde die Zahl der lebenden Zellen durch Messung der 
KBE/ml ermittelt. Dieser Wert fiel bei mcsS-Induktion von ca. 5 x 10
7
 KBE/ml zum 
Zeitpunkt der L-Arabinose-Zugabe auf einen Wert von 3 x 10
6
 KBE/ml zum 
Messzeitpunkt von 5 h ab. Die Kultur ohne Induktion von mcsS bzw. der Kontrollstamm 
mit pGS1 wuchs in dieser Zeit hingegen bis zu einer Zahl lebender Zellen von 1,5 x 10
9
 
KBE/ml an. Eine toxische Wirkung von mcsS auf die eigenen Zellen in Abwesenheit 
eines Immunitätsproteins ist damit nachgewiesen. 
 
3.2.4.5 Hemmhoftest 
 
Eine einfache Sichtbarmachung einer antibakteriellen Wirkung ist mit Hilfe eines 
Hemmhoftests möglich. Das Prinzip ist dabei ähnlich eines Antibiotika-Plättchentests 
auf Agarplatten. Die antibakterielle Substanz diffundiert kreisförmig um das 
Trägermaterial in den Agar und führt bei Anwesenheit eines sensitiven Stammes zu 
einem zirkulären Hemmhof. Antibakterielle Peptide können in einem ähnlichen 
Verfahren nachgewiesen werden. Der Mikrozinproduzent wird dazu direkt und 
punktförmig auf einen Nährboden aufgebracht und kultiviert. Stämme, deren Sensitivität 
getestet werden soll, werden dann in einen Softagar inokuliert und über den bebrüteten 
Agar geschichtet. Nach weiterer Inkubationszeit können sich dann Hemmhöfe ausbilden 
(siehe 2.2.3.5.). Das Verfahren ist jedoch relativ abhängig von den 
Reaktionsbedingungen. Zum Beispiel ist es bekannt, dass die Mikrozingene von E. coli 
Nissle 1917 unter Eisenmangelbedingungen exprimiert werden (Blum-Oehler et al., 
2003). Dies kann im Hemmhoftest durch Zugabe des Eisenchelators Desferal zum 
Medium simuliert werden. In Abbildung 3.28 ist ein Hemmhoftest mit verschiedenen 
E. coli dargestellt. Dabei wurden punktförmig verschiedene mikrozinbildende Stämme 
bzw. Kontrollstämme aufgeimpft. Die bewachsenen Nährböden wurden dann mit 
Softagar, in dem EPEC E2348/69 inokuliert war, überschichtet. Die Bildung der durch 
Mikrozin M und Mikrozin H47 entstandenen Hemmhöfe um EcN und dem nah 
verwandten uropathogenen Stamm E. coli CFT073 sind deutlich zu erkennen. Die 
Bildung eines sehr klaren und eines schwächeren größeren Hemmhofs lassen sich durch 
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die Anwesenheit zweier Mikrozine erklären. Um die mikrozinfreie EcN-Mutante 
EcNDS20 ist kein Hemmhof entstanden. Das in E. coli G3/10 kodierte Mikrozin S führt 
unerwartet zu keiner Hemmhofbildung. Eine mögliche Erklärung sind die bisher 
unbekannten Bedingungen unter denen Mikrozin S in E. coli G3/10 gebildet wird. Der 
Test ist daher nicht für ein Screeningverfahren zur Sensitivitätsbestimmung gegenüber 
MccS nutzbar. Eine Möglichkeit der Hemmhoftestung besteht nach Reinigung des 
Peptids, die zurzeit in der Arbeitsgruppe von Rolf Müller am Institut für 
Pharmazeutische Biotechnologie der Universität des Saarlandes durchgeführt wird. 
 
 
 
3.2.4.6 Koinfektionsversuche mit enterohämorrhagischen E. coli 
 
Enterohämorrhagische E. coli (EHEC) sind pathogene Bakterien, die auch als Shiga-
Toxin-produzierende oder Verotoxin-produzierende E. coli (STEC, VTEC) bezeichnet 
werden. Der erste bekannte Ausbruch trat 1982 in den USA auf, wo EHEC von 
Patienten mit blutigem Durchfall und starken abdominalen Krämpfen isoliert wurden, 
die Hamburger in einer Restaurantkette gegessen hatten (CDC, 1982). Der Erreger ist 
verantwortlich für seltene Gastroenteritiden, die aber aufgrund der möglichen schweren 
Komplikationen, wie das Hämolytisch-Urämische Syndrom (HUS) und damit 
einhergehendes akutes Nierenversagen, besonders erwähnenswert sind. Die Übertragung 
von EHEC erfolgt meist oral, insbesondere über rohes Fleisch, Rohmilch oder 
fäkalienverseuchtes Trinkwasser. Auch eine Übertragung von Mensch zu Mensch oder 
von Tier zu Mensch ist möglich. Es sind unterschiedliche EHEC-Serovare bekannt. Das 
verbreitetste Serovar ist E. coli O157:H7 (RKI, 1999). In dieser Arbeit wird aus dieser 
Abbildung 3.28: Nachweis der Mikrozinbildung durch E. coli im Hemmhoftest. EPEC 
E2348/69, der im Adhärenzassay empfindlich gegenüber den Mikrozinen M, H47 und S ist, 
diente als Teststamm. 
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Serogruppe der EHEC-Stamm 86-24 verwendet. Weitere mögliche Serovare sind u. a. 
O103:H2, O26:H11, O128:H2 und O104:H4, wobei Stämme der beiden letzteren 
Serotypen in dieser Arbeit getestet wurden. Erst im Sommer 2011 kam es zu einem 
massiven EHEC-Ausbruch in Deutschland, bei dem letztendlich Sprossen als Ursache 
der Erkrankungen identifiziert wurden. Vom Mai 2011 bis zum offiziell erklärten 
Ausbruchsende im Juli 2011 kam es zu 3816 nachgewiesenen Infektionen, darunter 54 
Todesfällen, und der Entwicklung eines HUS bei 22 % der Patienten (Frank et al., 
2011). Als Erreger wurde ein enteroaggregative Shiga-Toxin-produzierende E. coli-
Stamm mit dem Serotyp O104:H4 identifiziert (Bielaszewska et al., 2011). Zwei der 
damals gewonnenen Isolate wurden in dieser Arbeit verwendet, wobei der EHEC-
Stamm FO1 aus Frankfurt (Oder) und der EHEC-Stamm DD von einer Patientin des 
Universitätsklinikums Dresden stammte. 
 
 
Abbildung 3.29: Adhärenzeffizienz von verschiedenen EHEC-Stämmen an humane intestinale 
Epithelzellen nach Vorinkubation mit EcN oder E. coli G3/10. Konfluente CACO-2-Zellen 
wurden mit den Teststämmen EcN oder E. coli G3/10 mit einer MOI von 100:1 (E. coli zu 
Wirtszellen) vorinkubiert. Nach zwei Stunden Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen und mit den EHEC-Stämmen 86-24 (O157:H7), DD (O104:H4), FO1 (O104:H4) 
oder FO2 (O128:H2) mit einer MOI von 100:1 infiziert. Die Adhärenzeffizienz in % ist relativ 
zur Adhärenz von EHEC ohne eine Vorinkubation (Negativkontrolle, 100 %) dargestellt. Die 
Ergebnisse stellen Mittelwerte ± SD von mindestens drei unabhängigen Versuchen in zwei 
Wells dar. *p ≤ 0,01. 
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Die verschiedenen EHEC-Stämme wurden im Adhärenzassay getestet, wobei die 
Durchführung wie in Abschnitt 2.2.3.1 beschrieben erfolgte, aber anstelle des EPEC die 
EHEC-Stämme als adhärierende Stämme eingesetzt wurden. Der erste 
Inkubationsschritt erfolgte ohne Bakterien (Negativkontrolle), mit EcN oder mit E. coli 
G3/10. Die Adhärenzeffizienz von EHEC 86-24 wurde bei Vorinkubation mit EcN und 
E. coli G3/10 signifikant reduziert, d. h. sowohl die Mikrozine M und H47 von EcN als 
auch Mikrozin S, gebildet von E. coli G3/10, wirken adhärenzmindernd bzw. abtötend 
auf dieses Isolat. Interessanterweise werden die EHEC-Stämme DD, FO1 und FO2 mit 
den Serotypen O104:H4 bzw. O128:H2 ausschließlich durch E. coli G3/10 inhibiert, 
während EcN hier keine Wirkung zeigt (siehe Abbildung 3.29). Diese Beobachtung 
kann zum einen durch einen defekten Mikrozin-Wirkmechanismus in EHEC 86-24 oder 
zum anderen durch eine Resistenz der EHEC-Stämme DD, FO1 und FO2 gegenüber den 
Mikrozinen M und H47 begründet sein.  
Weiterhin wurden im Rahmen der Ausbruchssituation im Jahr 2011 drei in dieser Arbeit 
verwendete Teststämme mit Hilfe von DNA-Microarrays genomisch typisiert. Die 
Versuche wurden bei der Firma Alere Technologies (Jena) durchgeführt (2.2.4.16). Die 
relevanten Ergebnisse sind in Abbildung 3.30 zusammengefasst. Die ausführlichen 
Ergebnisse der Array-Typisierung sind im Anhang aufgeführt (siehe Tabelle 7.3). 
 
 
 
Abbildung 3.30: Ausschnitt aus der DNA-Microarray-Analyse verschiedener EHEC-Stämme.  
Positive Signale (Sonden-Bindung) sind grün dargestellt. Negative Signale (keine 
Sondenbindung) sind rot dargestellt. O = O-Antigen; H = H-Antigen; stx = Shiga-Toxin; mch 
= Mikrozin H47; mcm = Mikrozin M. 
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Im DNA-Microarray ist zu erkennen, dass sowohl der EHEC-Stamm DD als auch der 
Stamm FO2 selbst Träger der Gene mchB, mchC und mchF sind. Die Gene kodieren das 
Mikrozin H47 selbst sowie an Synthese und Transport beteiligte Helferproteine. Der 
EHEC-Stamm 86-24 trägt diese Gene nicht. BLASTn-Analysen (NCBI) ergaben 
100 %ige Treffer für das Gen mchB bei den E. coli Stämmen ABU 83972, CFT073, 
Nissle 1917, 042 und H47. Alle Stämme sind bekannte Produzenten von Mikrozin H47. 
Im Fall von E. coli Nissle 1917 und E. coli CFT073 liegt das mch-Gencluster in direkter 
Nachbarschaft zu den Genen, die an der Bildung von Mikrozin M beteiligt sind. Alle 
übrigen Stämme, auch die hier verwendeten EHEC, tragen das Mikrozin H47 System 
allein auf einer genomischen Insel von ca. 17 kb Länge (Azpiroz et al., 2011). Die 
EHEC-Ausbruchsstämme von 2011 sind bisher keine bekannten Mikrozinproduzenten 
und trotz stattgefundener Genomsequenzierung (Brzuszkiewicz et al., 2011) nicht in den 
Datenbanken aufgeführt. Begründet sein kann dies durch die Lage der Gene für 
Mikrozin H47 auf einer Genomischen Insel. Bei der Genomsequenzierung werden die 
entstandenen Rohdaten meist automatisch assembliert. Dies erfolgt de novo oder anhand 
eines anderen möglichst nah verwandten Stammes, dessen Genom als Matrize 
verwendet wird. Sequenzbereiche, die große Homologie zu der Matrize haben, können 
dabei relativ einfach zugeordnet werden. Hochrepetitive Bereiche, Phagenregionen und 
genomische Inseln können jedoch z. T. nur ungenügend assembliert werden und fallen 
dadurch ohne gezielte Nachbearbeitung aus der Genomsequenz heraus. Zur Bestätigung 
der Ergebnisse des DNA-Microarrays wurde eine PCR mit mchB-spezifischen Primern 
durchgeführt (siehe Abbildung 3.31). Mit der PCR unter Verwendung der Primer 
mchB_BamHI und mchB_SphI (siehe Tabelle 7.1) konnte das Gen mchB in den EHEC 
O104:H4 Isolaten aus Dresden und Frankfurt (Oder) und in dem EHEC-Stamm FO2 
nachgewiesen werden. Es ist somit denkbar, dass EcN im Adhärenzassay keine Wirkung 
gegenüber den EHEC Serovaren O104:H4 und O128:H2 zeigt, da diese Stämme selbst 
das Mikrozin H47-kodierende Gen mchB und somit auch das Immunitätsgen mchI 
enthalten. Es bleibt offen, welche Rolle das Mikrozin M von EcN spielt. Diese Arbeiten 
werden zurzeit im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit fortgeführt. 
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3.2.4.7 Analyse der Proteinstruktur und Klassifizierung 
 
Das in E. coli G3/10 identifizierte Mikrozin S (MccS) ist ein 120 AS großes Protein mit 
einem errechneten Molekulargewicht von 11,67 kDa. Der Begriff „Mikrozin“ wurde 
eingeführt, um kleine antibakterielle Peptide mit einem Molekulargewicht < 10 kDa von 
den deutlich größeren Colicinen abzugrenzen (Asensio und Perez-Diaz, 1976). MccS ist 
somit das größte der bisher bekannten Mikrozine. Analysen in der Pfam-Datenbank 
(Finn et al., 2010) ergaben eine Zugehörigkeit zur Bakteriozin Klasse II Familie mit 
Doppel-Glycin-Signalpeptid. In der Tat ist die Aminosäuresequenz von MccS reich an 
Glycinen (G) mit einer Glycin-Glycin-Schnittstelle (siehe Abbildung 3.32). Das Protein 
enthält vier Cysteine, die an der Bildung von Disulfidbrücken beteiligt sein können. 
 
 
 
Abbildung 3.32: Aminosäuresequenz des Mikrozin S Vorläuferproteins. Ein wahrscheinliches 
Signalpeptid ist unterstrichen. Sternchen markieren Cysteine, die an Disulfidbrücken beteiligt 
sein können, welche typisch für Mikrozine der Klasse IIa sind. 
Abbildung 3.31: Screening auf das Mikrozin H47-Gen mchB in verschiedenen EHEC-
Stämmen. Getestet wurden verschiedene EHEC-Stämme, EcN und E. coli G3/10 unter 
Verwendung der Primer mchB_BamHI und mchB_SphI. Der Nachweis des Mikrozin H47-
Gens erfolgte in den EHEC-Stämmen DD, FO1 und FO2. PK= Positivkontrolle, NK= 
Negativkontrolle. 
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Die aktuelle Klassifizierung der Mikrozine folgt einer Diskussion von Duquesne et al. 
(Duquesne et al., 2007) und Rebuffat (Rebuffat, 2011a). Danach erfolgt eine Einteilung 
der Mikrozine in die Klassen I, IIa und IIb (siehe Tabelle 3.9). 
 
Tabelle 3.9 Einteilung der Mikrozine (modifiziert nach Rebuffat). 
Klasse Mikrozin/ 
Gen 
Anzahl der Aminosäuren 
des Vorläuferproteins/ 
des reifen Proteins 
Wirkmechanismus bzw. 
Angriffspunkte 
I B17/mcbA 69/43 DNA Gyrasehemmer 
 C7-C51/cea 7/7 Inhibierung Asp-tRNA Synthetase 
 J25/mcjA 58/21 RNA Polymerasehemmer, Schädigung 
mitochondrialer Proteine und Lipide 
IIa L/mclC 105/90 Modifikation der Membranpermeabilität 
 V/cvaC 103/88 Modifikation der Membranpermeabilität 
 24/mtfS 90/73 Mannosepermease (ManYZ) (?) 
 S/mcsS 120/102 (?) 
IIb E492/mceA 103/84 Innere Membrankanäle, Mannosepermease 
 M/mcmA 92/77 (?) 
 H47/mchB 75/60 F0F1 ATP-Synthetase 
 I47/mchS2 77/62 (?) 
 G492/mceL 89/74 (?) 
(?) ein Wirkmechanismus ist bisher unbekannt bzw. unzureichend erforscht. 
 
Klasse I Mikrozine sind gekennzeichnet durch ein sehr geringes Molekulargewicht von 
< 5 kDa und extensiver posttranslationaler Modifikation ihres Peptid-Rückgrats. Die 
Mikrozine sind kodiert in Genclustern, in denen das Gen für die Selbstimmunität nicht 
in direkter Nachbarschaft zum Mikrozin liegt. Dafür sind zwei bis drei Gene, die für die 
posttranslationale Modifikation verantwortlich sind, vorhanden. Außerdem ist 
mindestens ein Gen in Selbstimmunität und Export zugleich involviert. Aufgrund dieser 
Charakteristika wurden die Mikrozine B17, C7/C51 und J25 der Klasse I zugeordnet. 
Alle Klasse I Mikrozine sind plasmidkodiert. Mikrozine der Klassen II haben höhere 
Molekulargewichte von bis zu 10 kDa. Sie sind reich an Glycinen und werden keinen 
extensiven Modifikationen unterzogen. Typisch für Klasse IIa Mikrozine sind 
Signalpeptide. Diese enthalten Signalsequenzen, die am Transport der Mikrozine 
beteiligt sind und danach von Proteasen abgespalten werden. 
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Die in Klasse IIa eingeordneten Mikrozine V (MccV) und L (MccL) haben sehr ähnliche 
Signalpeptide (siehe Abbildung 3.33). Auch bei dem Vorläuferprotein MtfS von 
Mikrozin 24 (Mcc24) ist ein potentielles Signalpeptid mit Proteaseschnittstelle zu 
erkennen. 
Die Mikrozine V und L haben zusätzlich Cysteine, die zur Bildung von Disulfidbrücken 
beitragen. Die Gencluster der Klasse IIa Mikrozine bestehen immer aus vier Genen, die 
ähnlich organisiert sind. Dabei wird das Mikrozin selbst, ein Protein, das zur Immunität 
führt, sowie zwei am Transport beteiligte Proteine kodiert. Alle Mikrozine sind auf 
großen Plasmiden mit geringer Kopienzahl zu finden. Mikrozine der Klasse IIb dagegen 
werden genomisch kodiert. Außerdem sind die Gencluster erheblich komplexer 
organisiert, bis zu 13 Gene sind beteiligt. Die Proteine lassen ebenfalls 
Signalpeptidsequenzen erkennen. Charakteristisch sind auch die konservierten 
serinreichen C-Termini und die posttranslationale Modifikation. Es werden keine 
Disulfidbrücken gebildet.  
Das in dieser Arbeit neu entdeckte plasmidkodierte MccS deckt sich mit allen Kriterien 
der Klasse IIa Mikrozine. Ein Signalpeptid mit einer Proteaseschnittstelle konnte 
identifiziert werden. Das reife Protein besteht zu 27 % aus Glycinen. Außerdem sind 
Cysteine vorhanden, die bis zu zwei Disulfidbrücken ausbilden können. Die genetische 
Organisation stimmt mit anderen Klasse IIa Mikrozinen überein (siehe 3.2.4.1). 
 
 
Abbildung 3.33: Vergleich der Aminosäuresequenzen der Vorläuferproteine von Klasse IIa 
Mikrozinen. Die (wahrscheinlichen) Signalpeptide sind unterstrichen. Homologe Bereiche im 
Signalpeptid von CvaC und MclC sind fett gedruckt. Die homologe Schnittstelle VSGG ist 
eingerahmt. (Mögliche) Disulfidbrücken sind durch Klammern gekennzeichnet. Weitere 
Cysteine, die möglicherweise eine Dislufidbrücke bilden, sind mit Sternchen markiert. CvaV, 
MclC, McsS und MtfS sind die Vorläuferproteine von MccV, MccL, MccS und Mcc24. 
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Das langfristige Ziel ist die Proteinreinigung von Mikrozin S. Um hohe Ausbeuten zu 
erreichen, sollte das MccS-Operon (siehe Abbildung 3.24) im Optimalfall in einen Vektor mit 
T7-Promotor kloniert und dieser dann in einen geeigneten Stamm gebracht werden, welcher 
die T7 RNA-Polymerase enthält. Als Beispiel hierfür gilt E. coli BL21(DE3), in dem einige 
Proteasen deletiert sind und der als effizienter Proteinbildungsstamm bekannt ist. Nach 
erfolgter Reinigung ist eine weitere Strukturanalyse möglich. Ebenso gilt es, die geeigneten 
Expressionsbedingungen herauszufinden, um die Ausbeute zu maximieren. Nach Reinigung 
des Proteins ist dann auch die Entwicklung eines monoklonalen Antikörpers und einer 
Quantifizierungsmethode, z. B. mittels ELISA, möglich. 
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4 DISKUSSION 
Vor etwa 100 Jahren begann die Ära der medizinischen Probiotika, als der Stamm EcN 
für die Behandlung verschiedener Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes identifiziert 
wurde (Nissle, 1916). Mit der Entdeckung des Penicillins im Jahr 1928 durch Alexander 
Fleming (Fleming, 2001) geriet das Bakterium jedoch in Vergessenheit. Seit den 1950er 
Jahren werden probiotische Produkte wieder zunehmend zur Regulierung der Darmflora 
eingesetzt. In den 1990er Jahren begann man dann mit zahlreichen Studien, um die 
Wirkmechanismen von Probiotika zu untersuchen. Die Forschungsarbeiten dauern bis 
heute an. Inzwischen konnten einige Wirkweisen aufgeklärt werden (siehe 1.3.2). 
Dennoch sind weitere Analysen notwendig, um Aussagen bezüglich der Wirkung und 
Sicherheit der verwendeten Stämme treffen zu können. 
 
4.1 Symbioflor 2 E. coli - Genomanalyse und Probiotik 
 
Neben der phänotypischen bzw. funktionellen Charakterisierung probiotischer Stämme, 
bietet die Genomsequenzierung eine wichtige Grundlage für weitere Analysen. 
Für den Laien besteht die Vorstellung, dass alle E. coli - mehr oder weniger - den 
gleichen genetischen Code haben. Das besondere Augenmerk liegt dabei jedoch auf dem 
„mehr oder weniger“, da nur etwa 20 % der genetischen Information auf das konservierte 
Kerngenom fallen, welches essentielle Gene für z. B. Transkription, Translation, 
Replikation und wichtige Stoffwechselprozesse enthält (siehe 1.4). Bakterien haben ein 
enormes evolutionäres Potenzial, sodass auch in der taxonomischen Gruppe der 
Enterobakterien eine Spezies wie E. coli eine hohe Diversität aufweisen kann. Begründet 
ist dies durch die genetische Variabilität, die durch Punktmutationen (Transitionen und 
Transversionen), Rekombinationsereignisse sowie Insertionen und Deletionen von DNA-
Fragmenten verursacht wird. Das hat z. B. zur Folge, dass Gene modifiziert oder gar 
inaktiviert werden. Ebenso können durch Insertionen neue Gene, Prophagen oder ganze 
Genominseln hinzugewonnen werden (Dobrindt et al., 2004; Hacker und Kaper, 2000; 
Hacker und Carniel, 2001). Je nach genetischer Vielfalt von E. coli kann auch der 
Einfluss auf den Wirt höchst unterschiedlich sein. So besiedeln sowohl kommensale als 
auch pathogene E. coli den Menschen (siehe 1.1.2), wobei in den letzten Jahren auch 
verstärkt das Interesse für gesundheitsfördernde E. coli wächst, die als medizinische 
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Probiotika ihren Einsatz finden. Auf diese E. coli und in deren Genom kodierte Faktoren, 
die den probiotischen Phänotyp prägen, wird im Folgenden näher eingegangen. 
 
4.1.1 Die Symbioflor 2 E. coli-Genome 
 
Der Ursprung der Symbioflor 2 E. coli liegt in den 1950er Jahren. Damals wurden zehn 
E. coli-Kolonien aus einem gesunden Spender isoliert und von da an getrennt aufbewahrt. 
Erst viele Jahre später begann man mit neuartigen Analysemethoden, die Verwandtschaft 
der Stämme festzustellen. Dabei wurden sechs Genomotypen ursprünglich eines Stammes 
identifiziert [2]. So wurden z. B. die zwei identischen Genomotypen 1 und 2 zu der 
heutigen Bezeichnung E. coli G1/2 umbenannt. Das gleiche gilt für die E. coli G3/10, 
G4/9 und G6/7. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Genomsequenzierungen 
erlauben nun einen Vergleich auf Grundlage des Pangenoms von Symbioflor 2 und damit 
eine sehr viel umfangreichere Charakterisierung. 
Die Genome der Symbioflor 2 E. coli sind in Bezug auf Größe, GC-Gehalt und Anzahl 
der Gene vergleichbar mit bisher publizierten E. coli-Genomen (siehe 3.1.6). 
Abweichungen sind teilweise bedingt durch den unterschiedlichen Fortschritt des 
genomischen Lückenschlusses der Symbioflor 2 E. coli, v. a. jedoch durch die mittels 
horizontalen Gentransfer erworbenen Genominseln, Prophagen sowie kleineren 
genomischen Insertionen oder Deletionen. Der Erwerb von Fitness- oder 
Virulenzfaktoren in Form von genomischen Inseln, Pathogenitätsinseln, Prophagen und 
Transposons kann selektive Vorteile in der Besiedlung von ökologischen Nischen oder in 
der Konkurrenz um das Überleben sowohl innerhalb der Art als auch gegenüber anderen 
Stämmen bedeuten. Die Inseln enthalten viele als Fitness- und Virulenzfaktoren 
eingestufte Gene wie Fimbrien, Autotransporter, Siderophoren und Mikrozine. Bei der 
Analyse des Verwandtschaftsgrades von Stämmen können diese Bestandteile des 
flexiblen Genpools durch Verwendung des Pangenoms mit einbezogen werden. Der 
Verwandtschaftsgrad der Symbioflor 2 E. coli wurde in dieser Arbeit anhand des 
Kerngenoms (siehe Abbildung 3.10), des Pangenoms (siehe Abbildung 3.14) und auf 
Grundlage von MLST-Analysen (siehe Abbildung 3.13) untersucht. Alle E. coli-
Genomotypen aus Symbioflor 2 sind nah miteinander verwandt und können, in 
Nachbarschaft zu E. coli K-12 und E. coli BL21-Stämmen, deutlich in das Cluster der 
apathogenen E. coli eingeordnet werden (siehe 3.1.7.). Es ist auffällig, dass die beiden 
E. coli-Genomotypen G6/7 und G8 sehr nah verwandt sind. Deren Chromosome sind in 
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den Bereichen, die derzeit vollständig vorliegen, mit Ausnahme von einzelnen 
Punktmutationen nahezu 100 % identisch. Sie tragen auch die gleichen natürlichen 
Plasmide (siehe 3.1.4). Die durchgeführten Genomvergleiche ergaben eine so enge 
Verwandtschaft, dass es naheliegend ist, die beiden E. coli-Genomotypen G6/7 und G8 
als zwei unabhängige Kulturen eines Klons zu bezeichnen. Ebenfalls mit diesem Klon 
sehr nah verwandt ist E. coli G1/2, der identische Plasmide trägt und vom gleichen 
MLST-Typ ist. Kleinere Abweichungen sprechen dafür, dass der Genomotyp seit einer 
gewissen Zeit eine eigene Population gebildet hat. Die E. coli G3/10, G4 und G5 bilden 
jeweils eigenständige, jedoch verwandte E. coli-Genomotypen mit individuellem 
Plasmidmuster (siehe Abbildung 3.6) und eigenem flexiblen Genpool mit Virulenz- und 
Fitnessfaktoren (siehe Tabelle 3.1).  
 
4.1.2 Probiotischer Effekt von Symbioflor 2 
 
Die genaue Definition des „probiotischen Effekts“ ist schwierig. Die meisten als 
Probiotika verwendeten Bakterien werden seit Jahrzehnten zum Ziel der 
Gesundheitsförderung eingesetzt, jedoch ohne die Wirkweise zu kennen. Es gibt erste 
Studien, die einen positiven Effekt klinisch bestätigen. Im Fall von Symbioflor 2 gab es 
eine Studie mit RDS-Patienten (siehe 1.2), bei denen Allgemeinmediziner und 
Gastroenterologen nach Verabreichung von Symbioflor 2 eine Reduzierung der RDS-
Symptome, z. B. Diarrhö oder Obstipation und abdominale Schmerzen, beobachteten 
(Enck et al., 2009). Auch in einer Studie mit betroffenen Kindern, für die ansonsten nur 
wenige geeignete Medikamente zur Verfügung stehen, war Symbioflor 2 effektiv 
(Martens et al., 2010). 
Die Wirkweise des E. coli-Präparats ist bisher weitgehend unbekannt. Einer der 
probiotischen Wirkmechanismen, die bisher entdeckt wurden, ist die Induktion von 
humanem Beta-Defensin 2 (hBD-2) in intestinalen Epithelzellen durch Symbioflor 2 bzw. 
E. coli G3/10 allein, der in der entsprechenden Studie als G2 bezeichnet wurde (Möndel 
et al., 2009). Die Epithelzellen des Darms werden demnach stimuliert, selbst 
antimikrobielle Substanzen zu sezernieren und damit die Mikroflora zu regulieren. Da die 
hBD-2 Expression bei entzündlichen Darmerkrankungen dysreguliert ist (Aldhous et al., 
2009; Wehkamp et al., 2003), könnte der Genomotyp E. coli G3/10 auf diese Weise in 
das System eingreifen. Ein weiterer Wirkmechanismus von Probiotika ist die Produktion 
antimikrobieller Moleküle durch die probiotischen Bakterien selbst. E. coli G1/2, G6/7 
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und G8 tragen das Plasmid pSYM12 (siehe Tabelle 3.3, Abbildung 3.8), das Colicin S4 
kodiert. Colicin S4 ist ein ausschließlich plasmidkodiertes, antibakterielles Protein, 
dessen beteiligte Gene bereits 1999 charakterisiert wurden (Pilsl et al., 1999). Im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit wurde zudem ein neues, bisher unbeschriebenes Mikrozin 
entdeckt und charakterisiert, das von E. coli G3/10 produziert wird und Mikrozin S 
benannt wurde. Beide ribosomal synthetisierten Peptide sind wirksam gegenüber 
sensitiven E. coli und nah verwandten Spezies. Sie können die Dynamik der mikrobiellen 
Population bzw. Gemeinschaft des Darms beeinflussen. Bei in vitro Versuchen wurde 
gezeigt, dass E. coli G3/10 infolge der Mikrozinproduktion die Adhärenz pathogener E. 
coli-Stämme an humane intestinale Epithelzellen verhindert. 
Nach den bisherigen Erkenntnissen tritt E. coli G3/10 in der Gesamtheit der E. coli aus 
Symbioflor 2 ein wenig hervor. Der Genomotyp ist im Pangenom des Produktes 
Symbioflor 2 am eigenständigsten (siehe Abbildung 3.10). Zusammen mit der Induktion 
von hBD-2 und der Produktion von Mikrozin S ausschließlich durch E. coli G3/10 ist 
dieser Genomotyp nach jetzigem Kenntnisstand derjenige, der den eigentlichen 
probiotischen Charakter des Produktes ausmachen könnte. Dennoch sind weitere Studien 
notwendig, um den „probiotischen Effekt“ aufzuklären und die Wirkweise des Produktes 
Symbioflor 2 zu analysieren. 
 
4.1.3 Sicherheit von Symbioflor 2 
 
Probiotische Produkte sollen bestimmte Kriterien erfüllen, um in der Humanmedizin 
zugelassen zu werden. Dazu gehören u. a. die Abwesenheit von Pathogenitätsfaktoren, die 
Resistenz gegenüber Magensäure und Galle und die Adhärenz an Kolonepithelzellen mit 
der damit verbundenen Kolonisationsfähigkeit. Zudem sollten pathogene Bakterien bei 
der Kolonisation des Darms inhibiert werden (siehe 1.3.1.). Von besonderer Bedeutung 
ist die Sicherheit des Produktes, die durch langjährige Erfahrung und klinische Studien 
belegt werden sollte. Gemäß der „Liste risikobewerteter Spender- und 
Empfängerorganismen für gentechnische Arbeiten“ der ZKBS nach §5 Absatz 6 
Gentechniksicherheitsverordnung werden alle E. coli-Genomotypen aus Symbioflor 2 in 
die Risikogruppe 1 eingestuft. Aufgrund langjähriger Erfahrungen und umfangreicher 
wissenschaftlicher Untersuchungen wird beim Umgang mit diesen Mikroorganismen 
nicht von einem Risiko für die menschliche Gesundheit und die Umwelt ausgegangen. 
Die E. coli werden seit über 50 Jahren von Erkrankten und Gesunden als medizinische 
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Probiotika konsumiert, wobei es nur zu sehr wenigen Nebenwirkungsmeldungen (UEs), 
wie Flatulenz und Oberbauchbeschwerden, und zu keiner einzigen schwerwiegenden 
Nebenwirkungsmeldung (SUE) kam. Umfangreiche toxikologische Untersuchungen im 
Tiermodell an Mäusen und Ratten haben keinerlei Hinweise auf ein toxikologisches oder 
pathogenes Potenzial dieser E. coli ergeben (SymbioPharm, 2001). Die Genomotypen 
enthalten zudem keine natürlichen, klinisch relevanten Antibiotikaresistenzen. 
Genomvergleichsanalysen auf Grundlage des Pangenoms bzw. MLST-Analysen ergaben 
eine klare Zuordnung zu den apathogenen E. coli (siehe 3.1.7). Im Laufe der molekularen 
Analyse der E. coli des probiotischen Präparats Symbioflor 2 hat sich gezeigt, dass die 
sechs Genomotypen einige der oben aufgeführten Kriterien auf den ersten Blick nicht 
erfüllen. Alle E. coli tragen generell als Virulenzfaktoren deklarierte Strukturen (siehe 
3.1.3). Dennoch bleibt offen, ob die reine Anwesenheit von Genen, welche z. B. Fimbrien 
kodieren, überhaupt zur Ausbildung funktioneller Organellen führt. Zudem tragen v. a. 
Fimbrien zur Adhärenz und damit verbunden zur Kolonisation der Bakterien im Kolon 
bei. Im Fall von nicht-pathogenen bzw. probiotischen Bakterien, denen zusätzliche 
Virulenzfaktoren fehlen, kann die Kolonisation im Darm von Vorteil sein, um dort zu 
persistieren und mit pathogenen Bakterien um Nischen und Nährstoffe zu konkurrieren. 
Ein bedeutender Virulenzfaktor in den E. coli G1/2, G6/7 und G8 scheint das 
α-Hämolysin (hlyA) zu sein (siehe Tabelle 3.1.). α-Hämolysin ist ein bakterielles 
Exotoxin, welches zur Lyse von roten Blutkörperchen mit dem Ziel der Eisenfreisetzung 
genutzt wird. Dabei wird zwischen den α-Hämolysin-Typen I und II unterschieden. Typ I 
produziert große und klare Hämolysezonen auf Blutagar und zeigt eine hohe 
hämolytische Aktivität, Typ II zeigt kleine Lysezonen auf Blutagar und hat eine niedrige 
hämolytische Aktivität (Prada et al., 1992). Die hämolytische Wirkung der E. coli G1/2, 
G6/7 und G8 in vitro ist sehr viel schwächer als bei anderen bekannten 
Hämolysinbildnern wie E. coli CFT073 und auf Blutagar nicht sichtbar (siehe Abbildung 
3.3). Das lässt vermuten, dass hlyCABD nur schwach exprimiert wird. Die E. coli-
Genomotypen wurden daher bereits in unterschiedlichen Labors (Dr. Beckmann, 
Labor L+S; Prof. Helge Karch, Universität Münster) mit sensitiveren Methoden 
untersucht. Bei diesen Tests wurde keine Hämolyse nachgewiesen (Daten nicht 
veröffentlicht). Daher können Symbioflor 2 E. coli deutlich dem α-Hämolysin-Typ II 
zugeordnet werden. Die schwache Expression ist vermutlich durch eine veränderte 
Sequenz in der Promotorregion des hlyCABD Operons begründet, die strangaufwärts von 
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hlyC liegt. Sequenzanalysen ergaben, dass dieser Bereich bei verschiedenen hly-
Determinanten stark variabel ist (Knapp et al., 1985). Sowohl der Sequenzabschnitt 
proximal zu hlyC als auch die Lokalisation von hlyCABD, das chromosomal oder 
extrachromosomal kodiert sein kann, beinflussen die Bildung von α-Hämolysin und somit 
die Virulenz erheblich (Welch und Falkow, 1984; Chakraborty et al., 1987). Der 
Sequenzabschnitt im Promotorbereich und der Beginn von hlyC weichen in E. coli G1/2, 
E. coli G6/7 und E. coli G8 stark von der Sequenz in E. coli CFT073 ab, während das 
restliche hlyCABD Operon zu 99 % identisch ist. In Abbildung 4.1 ist dies exemplarisch 
für E. coli G1/2 im Vergleich zu E. coli CFT073 dargestellt. 
 
 
 
Die Anwesenheit von geringen Mengen an α-Hämolysin hat keine gesundheitlichen 
Konsequenzen. Diese Aussage wird bekräftigt durch die immer wieder auftretende 
Detektion von Virulenzfaktoren wie α-Hämolysin in E. coli, die aus gesunden Individuen 
isoliert wurden. In einer Studie wurde der Gehalt an Virulenzgenen verschiedener E. coli-
Isolate untersucht, die alle zu Serogruppen verwandt mit EPEC gehörten, welche sowohl 
von Patienten mit Diarrhö als auch von gesunden Individuen isoliert wurden. Dabei 
konnte das Virulenzgen eaeA, welches ein Intimin kodiert, in den gesunden Individuen 
Abbildung 4.1: Sequenzvergleich im Promotorbereich des hlyCABD Operons von E. coli G1/2 
und E. coli CFT073. Der automatisch annotierte Anfang des Gens hlyC ist jeweils eingerahmt. 
Ab Position 283 verläuft das restliche hlyCABD Operon zu 99 % identisch. 
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mit gleicher Häufigkeit wie bei erkrankten Patienten nachgewiesen werden (Sunabe und 
Honma, 1998). Ebenso wurden Gene für Shiga-Toxin und hlyA in Stämmen detektiert, 
die aus gesunden Individuen isoliert wurden, jedoch mit geringerer Häufigkeit als in 
Stämmen von erkrankten Patienten (Bülte, 2001). Zusammen mit den Ergebnissen 
weiterer Studien (Schierack et al., 2006; Bettelheim et al., 2005; Damian et al., 2005) 
kann damit die These unterstützt werden, dass das reine Vorhandensein genetischer 
Information sogenannter Virulenzgene, nicht unbedingt zu einem pathogenen Phänotyp 
führen muss. Trotzdem ist es dringend notwendig, weitere Studien zur Sicherheit der in 
Symbioflor 2 enthaltenen E. coli anzuschließen, um eine kontinuierliche Verbesserung 
unseres Wissens und eine Unbedenklichkeit des Produktes dem Patienten gegenüber zu 
gewährleisten. Nach ausführlicher Analyse der Wirkweise von Symbioflor 2 wäre 
außerdem eine Diskussion möglich, ob das Produkt so veränderbar ist, dass die E. coli-
Genomotypen mit Virulenzgenen nicht weiter verwendet werden und Genomotypen, die 
den probiotischen Charakter prägen, im Produkt verbleiben. Gleichzeitig kann auch eine 
gentechnische Veränderung der E. coli-Genomotypen z. B. durch Deletion mobiler 
genetischer Elemente zur Stabilisierung des Genoms beitragen und die Sicherheit des 
Stamms erhöhen. Mit dieser Arbeit sind die Grundlagen für die Optimierung dieses 
erfolgreichen Probiotikums gegeben. 
 
4.1.4 Vergleich von Escherichia coli G3/10 mit Escherichia coli Nissle 1917 
 
Der in Mutaflor enthaltene Stamm E. coli Nissle 1917 und die E. coli aus Symbioflor 2 
sind die mit Abstand am häufigsten eingesetzten Kolibakterien im Bereich der 
medizinischen Probiotika. Daher ist ein Vergleich der Bakterien sinnvoll. In Abbildung 
4.2 ist eine Übersicht der Strukturkomponenten von EcN und E. coli G3/10 dargestellt. 
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Beide Stämme haben sehr ähnliche strukturelle Eigenschaften, die in der Spezies E. coli 
weit verbreitet sind. Sie tragen die genetische Information für verschiedene Fimbrien-
Typen, welche hauptsächlich zu der Adhärenz der Stämme an Kolonepithelzellen 
beitragen und die Kolonisation im Darm ermöglichen. Ebenso sind bei beiden E. coli die 
Gene für Flagellen vorhanden, welche für die Motilität verantwortlich sind. EcN 
exprimiert Flagellen vom Typ H1 (Schlee et al., 2007). Im Fall von E. coli G3/10 konnte 
mittels Serotypisierung kein H-Typ ermittelt werden (Willenbrock et al., 2007). Jedoch 
wurde die Ausbildung von Flagellen in dieser Arbeit klar belegt (siehe Abbildung 
3.4Abbildung 3.5). Beide Genome wurden am Institut für Medizinische Mikrobiologie 
und Hygiene vollständig genomsequenziert. EcN ist Träger der zwei kleinen kryptischen 
Plasmide pMUT1 und pMUT2. E. coli G3/10 enthält insgesamt sechs Plasmide (siehe 
Tabelle 3.3), wobei das konjugative Megaplasmid pSYM1 (siehe Abbildung 3.7) von 
besonderem Interesse ist. Die Übertragbarkeit des Plasmids, die experimentell bestätigt 
wurde (siehe 3.2.1.3), wird durch das auf pSYM1 kodierte Typ IV-Sekretionssystem 
(pilX1-pilX11) ermöglicht. Die Typ IV-Pili sind nicht an der Biofilmbildung beteiligt 
(Ong et al., 2009). pSYM1 kodiert das in dieser Arbeit neu entdeckte Mikrozin S, 
welches nachweislich von E. coli G3/10 gebildet wird. Mikrozine sind ribosomal 
synthetisierte antibakterielle Peptide, die eine wichtige Rolle im Bereich der Probiotika 
spielen. Auch EcN produziert die Mikrozine M und H47 und hat damit einen Vorteil, z. 
B. im Wettbewerb um knappe Nährstoffe im Gastrointestinaltrakt. Wie die Mikrozine 
bietet auch ein breites Spektrum an Siderophoren eine Möglichkeit für das Bakterium, 
lebensnotwendige Nährstoffe sicherzustellen. EcN trägt außerordentliche viele dieser 
Abbildung 4.2: Strukturkomponenten von EcN (A) und E. coli G3/10 (B). 
Dargestellt ist ein vereinfachtes Schema der wichtigsten Strukturkomponenten der Stämme. 
E. coli G3/10 bildet Flagellen eines unbekannten H-Serotyps. LPS = Lipopolysaccharid. 
A B 
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Eisenaufnahmesysteme, auch das Virulenz-assoziierte Yersiniabactin und Aerobactin. E. 
coli G3/10 kann ebenfalls einige Eisenaufnahmesysteme nutzen (siehe Tabelle 3.2). 
Beide Stämme gelten aufgrund der jahrzehntelangen Nutzung in Form von medizinischen 
Probiotika als sicher. Sowohl EcN als auch E. coli G3/10 tragen zahlreiche 
Fitnessfaktoren. Jedoch sind beide Stämme auch Träger einzelner Virulenzfaktoren. 
Diese Punkte erschweren die Einordnung in die Gruppe der Kommensalen und zeigen, 
dass die Unterscheidung zwischen Kommensalen und Pathogenen eine Gratwanderung 
ist. 
 
4.2 Antimikrobielle Peptide in Enterobacteriaceae 
 
Bakteriozine werden von Gram-negativen Bakterien produziert, um sich gegenüber 
anderen Mikroorganismen in ökologischen Nischen durchsetzen zu können und sich 
einen Wettbewerbsvorteil zu verschaffen. Sie werden als wichtige Mediatoren bakterieller 
Interaktion angesehen und dienen als Faktoren zum Erhalt mikrobieller Diversität und 
Stabilität. Bakterien der Familie Enterobacteriaceae produzieren Colicine oder Mikrozine 
(siehe Tabelle 1.3). Sie umfassen eine relativ kleine Gruppe von Bakteriozinen verglichen 
zu den mehreren hundert Peptiden, die bei Gram-positiven Mikroorganismen bekannt 
sind. Zurzeit repräsentieren 14 Peptide die Gruppe der Mikrozine (Duquesne et al., 2007). 
Von Gram-negativen Bakterien produzierte antimikrobielle Peptide sind gegen nah 
verwandte Spezies gerichtete Moleküle. Sie nutzen die Charakteristika der Gram-
negativen Zellmembran. Ein erfolgreicher Wirkmechanismus beinhaltet die Erkennung 
des Bakteriozins an der äußeren Membran, die Translokation in den periplasmatischen 
Raum und die anschließende letale Penetration in die innere Membran oder das 
Zytoplasma. Colicine penetrieren die Bakterienzelle unter Nutzung bestehender 
Transportsysteme. Sie binden an bestimmte Rezeptoren der äußeren Membran und 
werden dann über Tol- oder TonB-Systeme durch die innere Membran transloziert. Die 
wichtigsten Wirkmechanismen von Colicinen sind die Bildung von Poren in die innere 
Membran, eine zytoplasmatische Enzymaktivität (z. B. als RNase oder DNase) oder die 
Unterbrechung der Peptidoglykansynthese im Periplasma. Mikrozine nutzen ähnliche 
Mechanismen, um in die bakterielle Zielzelle aufgenommen zu werden. Unterschiede 
bestehen jedoch bei der Wirkweise von Mikrozinen, die selbst innerhalb der 
Mikrozinklassen höchst unterschiedlich sein kann. Mögliche Angriffspunkte sind (1) 
intrazelluläre Enzyme, die an DNA- oder Proteinsynthese beteiligt sind, z. B. DNA-
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Gyrase, RNA-Polymerase, Asparatyl-tRNA-Synthetase, oder (2) Proteine der inneren 
Membran, z. B. F0F1 ATP-Synthase, Mannose-Permease (Rebuffat, 2011b). 
Sowohl Colicine als auch Mikrozine stellen wichtige Abwehrsysteme von E. coli 
gegenüber nah verwandten Spezies dar. Von den 14 bis jetzt identifizierten Mikrozinen 
wurden nur acht strukturell charakterisiert (Duquesne et al., 2007; Vassiliadis et al., 
2010). Dies betrifft die Mikrozine B17 (MccB17), MccC7/C51, MccE492, MccJ25, 
MccL, MccM, MccH47 und MccV. Die Struktur von MccI47 und Mcc24 wurde vorerst 
nur auf Grundlage genetischer Studien analysiert. Neben den hier aufgeführten 
Mikrozinen gibt es noch vier Mikrozine mit einem Molekulargewicht < 1 kDa, deren 
Nachweis nur auf wenigen biochemischen Studien basiert und die als MccD93, Mcc140, 
Mcc15m und Mcc15n bezeichnet wurden (Duquesne et al., 2007). Im Rahmen dieser 
Arbeit konnte ein neues, bisher völlig unbeschriebenes Mikrozin identifiziert und 
charakterisiert werden. Es wurde nach der Herkunft des E. coli-Produzenten-Stamms 
Mikrozin S wie Symbioflor benannt. Die Genomsequenzierung von E. coli G3/10 machte 
es möglich, das Gen mcsS ausfindig zu machen, welches ein 120 AS großes Peptid 
kodiert. MccS hat ein berechnetes Molekulargewicht von 11,67 kDa und ist daher das 
größte bisher bekannte Mikrozin. Es kann nicht zu den durch ihr Molekulargewicht 
abgegrenzten Colicinen gerechnet werden, da diese mit 30 bis 80 kDa sehr viel größer 
sind. Sowohl auf Nukleotid- als auch auf Aminosäureebene zeigt es keine Homologien zu 
bekannten Mikrozinen. Lediglich ein struktureller Abgleich auf Aminosäureebene erlaubt 
einen Vergleich. Danach ist eine Einordnung zu Klasse IIa Mikrozinen möglich (siehe 
3.2.4.7). Die genetische Information ist auf dem großen konjugativen Plasmid pSYM1 
lokalisiert (siehe Abbildung 3.7). Die meisten Mikrozine sind plasmidkodiert, wobei 
große, meist konjugative Plasmide mit ein bis drei Kopien die Träger der Mikrozin-
Gencluster sind. So wird zum Beispiel das gut charakterisierte MccV (früher Colicin V) 
von mehreren E. coli-Stämmen mit unterschiedlichen pColV-Plasmiden produziert, die 
alle größer als 80 kb sind (Waters und Crosa, 1991). Klasse IIa Mikrozine haben alle 
jeweils vier beteiligte Gene in einem Gencluster (siehe Abbildung 1.3). Bei allen 
Mikrozinen ist mindestens ein Gen für die Selbstimmunität verantwortlich. Für MccS 
konnte in dieser Arbeit das Immunitätsprotein McsI identifiziert werden, welches in 
einem in vitro Adhärenzassay dem sonst empfindlichen EPEC-Stamm eine Resistenz 
vermittelt (siehe 3.2.4.2). Die Immunität gegenüber Mikrozinen kann durch zwei 
verschiedene Mechanismen hervorgerufen werden. Vor allem bei Klasse I-Mikrozinen 
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sind Proteine vorhanden, die als Efflux-Pumpe fungieren und welche die intrazelluläre 
Konzentration des Mikrozins unterhalb des kritischen Niveaus halten. Der 
Immunitätsmechanismus bei Mikrozinen der Klasse II ist nahezu unbekannt. Die Proteine 
wirken jedoch sehr spezifisch gegenüber dem jeweiligen Mikrozin. Die meisten der 
Klasse II-Immunitätsproteine sind vermutlich membrangebunden. Wie zuvor schon 
erwähnt, sind die Signalpeptide der Klasse II Mikrozine sehr ähnlich und werden 
während des Exports abgespalten. Des Weiteren wird vermutet, dass der C-terminale Teil 
der Klasse IIb Mikrozine an der Rezeptorerkennung beteiligt ist. Daher ist es 
wahrscheinlich, dass der sehr variable N-terminale Proteinbereich eventuell für die 
Interaktion mit dem Immunitätsprotein verantwortlich ist (Duquesne et al., 2007). Die 
beiden am Export beteiligten Proteine McsA und McsB zeigen auf Aminosäureebene 
geringe Homologien zu anderen Proteinen, die am Export von Mikrozinen beteiligt sind. 
McsA zeigt 31 % Übereinstimmung mit dem Mikrozin H47 Sekretionsprotein MchE. Das 
Protein McsB ist zu 52 % identisch mit dem ABC-Transporterprotein von MccV (früher 
Colicin V). Trotz der geringen Homologien sind die Längen der Gene innerhalb der 
Klasse IIa Mikrozine sehr ähnlich. Die Gene mcsA und mcsB sind mit 1254 bp bzw. 
2178 bp vergleichbar mit den MccV-Genen cvaA (1242 bp) und cvaB (2097 bp) sowie 
mit den MccL-Genen mclA (1242 bp) und mclB (2097 bp) und den Mcc24-Genen mtfA 
(1245 bp) und mtfB (2124 bp). Die am Export beteiligten Gene sind folglich sehr 
vielfältig in ihrer Nukleotid- und Aminosäuresequenz, ergeben jedoch am Ende Proteine 
der gleichen Familien. 
 
4.3 Anwendungsmöglichkeiten von Mikrozin S 
4.3.1 Die Lebensmittelindustrie 
 
Wie im Abschnitt 1.5.3 bereits erläutert, ist eine Anwendung von Mikrozinen in der 
Lebensmittelindustrie prinzipiell denkbar. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass 
Mikrozin S wirksam gegenüber verschiedenen humanpathogenen Spezies ist. Getestet 
wurden EPEC und EHEC verschiedener Serotypen. Eine Sensitivität anderer Pathogene 
gegenüber Mikrozin S ist durchaus möglich, kann jedoch bisher nicht mit gängigen 
Screeningverfahren getestet werden, da im Rahmen dieser Arbeit kein funktioneller 
Hemmhoftest entwickelt werden konnte (siehe 3.2.4.5). Das Protein McsS soll in den 
noch ausstehenden Arbeitsschritten gereinigt und anschließend in konzentrierter Form 
zum Screening eingesetzt werden. Denkbar wäre eine Wirksamkeit gegenüber sämtlichen 
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nah verwandten Spezies, wie Salmonellen, Shigellen und Diarrhö-verursachenden E. coli, 
z. B. auch EIEC und ETEC, welche durch kontaminierte Lebensmittel verursachte 
Erkrankungen hervorrufen können. Sobald das gereinigte Protein zur Verfügung steht, ist 
auch ein Hemmtest in Lebensmitteln wie Milch, Eigelb oder Fleischextrakt möglich. 
Damit kann festgestellt werden, ob eine ähnliche Effizienz wie z. B. bei der Verwendung 
von Nisin erzielt werden kann. Sowohl von Vorteil als auch von Nachteil ist der Fakt, 
dass Mikrozine generell sehr stabil gegenüber Hitze, extremen pH-Werten und Proteasen 
sind. Die Testung der Stabilität von Mikrozin S gegenüber proteolytischen 
Verdauungsenzymen aus Magen und Darm erscheint notwendig. Bleibt durch 
Nahrungsmittel aufgenommenes Mikrozin S nach der Magenpassage im 
Gastrointestinaltrakt aktiv, wird die intestinale Mikroflora dadurch unbekannt beeinflusst. 
Bei der Verwendung konservierender Lebensmittelzusätze ist dies unter Umständen eine 
nicht erwünschte Nebenwirkung. In einer Studie mit Mikrozin J25 wurde zum Zweck der 
Nahrungsmittelkonservierung ein genetisch verändertes Chymotrypsin-empfindliches 
Derivat entwickelt, welches seine antibakterielle Wirkung jedoch behielt (Pomares et al., 
2009). Diese Vorgehensweise erscheint sinnvoll, da somit gewährleistet wird, dass das 
Mikrozin eine rein konservierende Funktion hat. Bei einigen Lebensmitteln wie Activia 
Joghurt oder Yakult wird jedoch direkt mit einem probiotischen Nutzen des 
Lebensmittels geworben. In diesen Milchprodukten sind Milchsäurebakterien enthalten, 
die einen positiven Einfluss auf die menschliche Gesundheit haben sollen. Wie bereits 
erwähnt, sind Milchsäurebakterien häufig Produzenten von Bakteriozinen, welche die 
Darmflora regulieren können. Es wäre also durchaus denkbar, Mikrozine gleichzeitig als 
Konservierungsmittel als auch als probiotische Zusätze einzusetzen. Die Gram-positiven 
Milchsäurebakterien bilden meist Bakteriozine, die nicht gegen Gram-negative 
Mikroorganismen wirksam sind. Daher wäre es auch möglich, Mikrozine in 
Milchsäurebakterien heterolog zu exprimieren. Im Fall von MccV (Colicin V) wurde dies 
erfolgreich nach Veränderung des Signalpeptids durchgeführt (McCormick et al., 1999). 
Für einen Nutzen in der Lebensmittelindustrie ist es zudem notwendig, die Stabilität des 
Proteins in unterschiedlichen Lebensmitteln, unter Hitzeeinwirkung und bei 
verschiedenen Lagerbedingungen zu testen. Ebenfalls sollte die Wirkung des gereinigten 
Mikrozins auf die intestinale Mikroflora in vivo untersucht werden. 
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4.3.2 Mikrozin S - ein neues Antibiotikum? 
 
Bakteriozine werden momentan vor allem mit der Anwendung in der 
Lebensmittelindustrie in Verbindung gebracht. Jedoch besteht ein großer Nachholbedarf 
für die Nutzung der antimikrobiellen Peptide in der Medizin. Mikrozine sind vor allem 
bei coliformen Keimen und nah verwandten Spezies wirksam. Mikrozin S, welches von 
dem in Symbioflor 2 enthaltenen E. coli G3/10 gebildet wird, hat ebenso wie die EcN-
Mikrozine M und H47 den Vorteil, dass es nicht unbedingt in gereinigter Form verwendet 
werden muss, sondern durchaus als probiotisches Präparat therapeutisch verabreicht 
werden kann. Das antimikrobielle Peptid Mikrozin S wird mit großer Wahrscheinlichkeit 
auch in vivo synthetisiert, um dem Stamm E. coli G3/10 im dicht besiedelten 
Gastrointestinaltrakt einen Wettbewerbsvorteil zu verschaffen. Es ist vorstellbar, dass 
Symbioflor 2 auch bei Durchfallerkrankungen einen antimikrobiellen Effekt auf 
verursachende Bakterienstämme, wie EPEC, EHEC, EIEC, ETEC, Salmonellen und 
Shigellen haben kann. Dies sollte in in vivo Versuchen belegt werden. Besonders 
erwähnenswert sind Gram-negative ESBL-Keime, welche nahezu alle Beta-
Laktamantibiotika inaktivieren können. Dazu gehören Penicilline, Aztreonam und 
Cephalosporine, einschließlich derer der dritten Generation. Die Zahl an ESBL-
Produzenten nimmt seit ihrer Entdeckung im Jahr 1983 stetig zu. Besonders 
problematisch ist die Behandlung bei gleichzeitiger Resistenz gegenüber 
Fluoroquinolonen, Aminoglykosiden und Sulfonamiden (Coque et al., 2008). Da der 
Nachschub an neuen Pharmazeutika geringer wird, sind nur die alten, wiederauflebenden 
Antibiotika Colistin und Fosfomycin, das neuere Tigecyclin und das verbesserte 
Doripenem als Therapieoptionen übrig geblieben (Giamarellou und Poulakou, 2009). 
Ebenso wurde kürzlich Azithromycin erfolgreich eingesetzt, um die Ausscheidungsdauer 
ESBL-produzierender EHEC zu verkürzen (Nitschke et al., 2012). Neue antimikrobielle 
Substanzen werden dringend gesucht. Bakteriell gebildete antimikrobielle Peptide sollten 
daher als zukünftige Therapiemöglichkeit in Betracht gezogen und auch in klinische 
Studien mit integriert werden. 
Neben dem medizinischen Probiotikum Symbioflor 2 kann möglicherweise auch das 
gereinigte Mikrozin selbst therapeutisch eingesetzt werden. Wichtig hierfür sind nähere 
Untersuchungen bezüglich der Genexpression sowie der chemischen Eigenschaften und 
der Stabilität des Peptids, um eine Produktion in großem Maßstab zu erzielen. 
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Zusätzlich zu den Bakterien der Familie Enterobacteriaceae besteht eine weitere 
Anwendungsmöglichkeit bei dem Gram-negativen Stäbchen Helicobacter pylori, das den 
Magen besiedelt und zu einer Gastritis oder Ulcusbildung führen kann. Die zurzeit 
gängigen Therapiemöglichkeiten zur Sanierung des Magens haben Erfolgsraten von 
< 80 % (Sachs et al., 2009). Mikrozine sind meist stabil gegenüber extremen pH-Werten 
und können also in dem sauren Milieu des Magens eingesetzt werden. Die pH-Stabilität 
des gereinigten Mikrozin S sollte daher getestet werden. Neben gastrointestinal 
bedeutsamen Bakterien ist auch eine präventive Behandlung systemischer Infektionen 
möglich, wie z. B. des durch Salmonella enterica Serovar Typhi verursachten Typhus. 
Gram-negative Erreger, v. a. E. coli, spielen zudem eine bedeutende Rolle bei Wund-
infektionen aller Art. Antimikrobielle Substanzen wie Mikrozin S könnten auch für die 
Entwicklung antibiotischer Verbände und Pflaster, die mit dem Peptid getränkt bzw. 
beschichtet sind, verwendet werden. Ein Einsatz in der Medizin ist also sehr vielseitig 
möglich. Die Entdeckung des neuen Mikrozins, die genetische Charakterisierung und die 
Meldung eines Patents (siehe Seite 172) stellen die Grundlage für umfangreiche 
weiterführende Forschungsarbeiten dar. 
 
4.3.3 EHEC - ein Anwendungsbeispiel 
 
EHEC sind mögliche Verursacher für Durchfälle, einhergehend mit Übelkeit, Erbrechen, 
abdominalen Schmerzen und selten Fieber. Bei 10 bis 20 % der Erkrankten kommt es zu 
einer schwereren Verlaufsform mit massiven blutigen Durchfällen. Komplikationen sind 
vor allem bei Säuglingen, Kleinkindern, Älteren und Abwehrgeschwächten gefürchtet. Es 
kann zu HUS mit hämolytischer Anämie, Nierenversagen und Thrombozytopenie 
kommen (RKI, 1999). Im Sommer 2011 kam es im Norden Deutschlands zu einem 
großen EHEC-Ausbruch, dessen Ursache zunächst unbekannt war. Während dieses 
Ausbruchs kam es zu 3816 nachgewiesenen Infektionsfällen, davon 54 mit Todesfolge. 
Als Verursacher wurde ein EHEC-Stamm des Serotyps O104:H4 ermittelt (Bielaszewska 
et al., 2011; Brzuszkiewicz et al., 2011). Auch in anderen Teilen Europas wurden Fälle 
dokumentiert, die mit dem EHEC-Ausbruch in Deutschland in Zusammenhang standen 
(Marejková et al., 2012; Gault et al., 2011; Mariani-Kurkdjian et al., 2011; Colic et al., 
2011). Verunreinigte Sprossen aus ägyptischen Samen konnten als Infektionsquelle 
ausfindig gemacht werden (Buchholz et al., 2011). Der EHEC-Serotyp O104:H4 ist 
bereits in den Jahren zuvor aufgetreten (Bielaszewska et al., 2011; Monecke et al., 2011). 
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Auch andere EHEC-Serotypen führen immer wieder zu sporadischen Infektionen. Bei der 
Behandlung ist eine antibakterielle Chemotherapie nicht angezeigt, da sie die 
Bakterienausscheidung verlängern und die Toxinbildung stimulieren kann. Ebenso kann 
dadurch die Entwicklung eines HUS gefördert werden (Scheiring et al., 2008). Die 
Therapie sollte symptomatisch erfolgen (RKI, 1999). Im Falle des Ausbruchsstamms aus 
dem Jahr 2011 tritt zusätzlich das Problem auf, dass der EHEC ein ESBL-Produzent ist 
und damit vermehrt Resistenzen gegenüber Standard-Antibiotika bestehen. Mikrozine 
bzw. Mikrozin-bildende Probiotika stellen daher eine alternative bzw. unterstützende 
Therapieoption dar. In einem in vitro Adhärenzassay unter Verwendung verschiedener 
EHEC-Stämme konnte gezeigt werden, dass E. coli G3/10 die Adhärenz von EHEC an 
humane intestinale Epithelzellen signifikant inhibiert (siehe Abbildung 3.29). Der Effekt 
der Adhärenzminderung ist auf ein von E. coli G3/10 gebildetes Mikrozin zurückzuführen 
(siehe 3.2.4). Es ist naheliegend, dass es während der in vitro Versuche zu einer Abtötung 
der EHEC kommt und daher nur indirekt eine Adhärenzminderung vermittelt wird. Die 
Wirkweise von Mikrozin S konnte noch nicht ermittelt werden und ist das Ziel 
zukünftiger Arbeiten. Die ebenfalls zur Klasse IIa gehörenden Mikrozine V und L 
beeinflussen maßgeblich die Membranpermeabilität von E. coli-Zellen (siehe Tabelle 
3.9). Dies könnte einen Ansatzpunkt für die Forschungen an Mikrozin S darstellen. 
Eine direkte Abtötung von EHEC als auch anderen Pathogenen durch Mikrozin S kann 
erst nach erfolgreicher Proteinreinigung im Hemmhoftest nachgewiesen werden. Das 
Potenzial von E. coli G3/10 bezüglich der Abtötung von EHEC sollte auch durch in vivo 
Studien weiter analysiert werden. Studien am Menschen sind schwierig, da EHEC-
Infektionen oft nur sporadisch auftreten. Kurzzeitige Ausbruchsituationen, wie die im 
Jahr 2011, könnten genutzt werden, um E. coli G3/10 oder das in Deutschland als 
Medikament zugelassene Symbioflor 2 unterstützend zu verabreichen. In einer Studie mit 
einem synthetisch hergestellten antimikrobiellen Peptid wurde in vitro keine erhöhte 
Produktion von Shiga-Toxin nachgewiesen (Lino et al., 2011). Dennoch bleibt die Frage 
offen, ob eine Behandlung mit von Bakterien gebildeten antimikrobiellen Peptiden 
ähnliche unerwünschte Nebenwirkungen wie eine Antibiotikatherapie hervorrufen kann. 
Im Gegensatz zu E. coli G3/10 zeigt der probiotische Stamm EcN nur eine Wirksamkeit 
bei EHEC 86-24 (siehe Abbildung 3.29). Es ist denkbar, dass die EHEC-Stämme DD, 
FO1 und FO2 einen defekten Rezeptor haben und die Mikrozine M und H47 nicht wirken 
können. Ebenfalls ist es möglich, dass beide EHEC ein Resistenz-vermittelndes Protein 
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bilden. Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die EHEC-Stämme DD, FO1 
und FO2 selbst die Gene für Mikrozin H47 tragen (siehe Abbildung 3.30 und 3.29). Es ist 
möglich, dass das Gen mchI, welches die Immunität gegenüber Mikrozin H47 vermittelt, 
verantwortlich dafür ist, dass EcN keine Wirksamkeit gegenüber den EHEC-Stämmen 
DD, FO1 und FO2 zeigt. Es bleibt unklar, welche Rolle Mikrozin M spielt. Patzer et al. 
konnten zeigen, dass das Immunitätsprotein MchI ausschließlich eine Immunität 
gegenüber Mikrozin H47 und das Protein McmI ausschließlich eine Immunität gegenüber 
Mikrozin M bewirkt (Patzer et al., 2003). Die in dieser Arbeit verwendeten EHEC-Isolate 
werden zurzeit mchI deletiert, um den Einfluss dieses Gens zu untersuchen.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG/ SUMMARY 
5.1 Zusammenfassung 
 
Aus E. coli bestehende probiotische Produkte wie Mutaflor (Ardeypharm, Herdecke) und 
Symbioflor 2 (SymbioPharm, Herborn) werden seit Jahrzehnten erfolgreich für die 
Behandlung gastroenterologischer Erkrankungen verwendet. Die Probiotika gelten 
aufgrund der langjährigen Erfahrung als sicher. Seit ca. 20 Jahren werden zunehmend 
Studien ins Leben gerufen, welche sowohl die Wirkung der Produkte klinisch bestätigen 
als auch die bisher unbekannten Wirkmechanismen aufklären sollen. 
Das in Mutaflor enthaltene Bakterium E. coli Nissle 1917 wurde bereits 
erfolgversprechend in klinischen Studien zur Remissionserhaltung bei Colitis ulcerosa 
getestet und wird seither als therapeutische Alternative zur Standardmedikation 
eingesetzt. Auch die Wirkung von Symbioflor 2 bei Erwachsenen und Kindern mit 
Reizdarmsyndrom konnte in ersten klinischen Studien belegt werden. 
Es gibt bereits zahlreiche Forschungsarbeiten mit E. coli Nissle 1917, die sich mit der 
molekularen Charakterisierung des Stamms befassen. Auch das Genom des Stamms 
wurde sequenziert. Dennoch fehlen schlüssige Argumente, welche Gene, Genprodukte 
und molekularen Mechanismen den probiotischen Effekt von EcN bewirken. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun das Produkt Symbioflor 2 näher untersucht. Es 
besteht aus den sechs E. coli-Genomotypen G1/2, G3/10, G4/9, G5, G6/7 und G8, die 
ursprünglich aus dem Habitat eines Spenders isoliert wurden. Alle sechs Genome 
inklusive der insgesamt zwölf natürlich enthaltenen Plasmide wurden sequenziert, 
annotiert und manuell nachbearbeitet. Die sechs E. coli-Genomotypen repräsentieren 
zusammen das im Produkt Symbioflor 2 enthaltene Pangenom. Somit konnten genomisch 
kodierte Virulenz- und Fitnessfaktoren analysiert werden. Ein Vergleich mit einer 
Vielzahl anderer bisher sequenzierter E. coli ermöglichte eine Einordnung der Symbioflor 
2 E. coli in das Cluster der apathogenen E. coli. 
Unter Verwendung eines in vitro Testsystems mit humanen intestinalen Epithelzellen 
konnte gezeigt werden, dass die probiotischen Stämme E. coli Nissle 1917 und E. coli 
G3/10 im Gegensatz zu Kontrollstämmen die Adhärenz enteropathogener E. coli 
signifikant hemmen. In weiteren Versuchen konnten dann kleine ribosomal synthetisierte 
und antibakteriell wirksame Moleküle, in EcN die Mikrozine M und H47, für diesen 
Effekt verantwortlich gemacht werden. In der Folge wurde auch in E. coli G3/10 ein 
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neues, bisher unbeschriebenes Mikrozin detektiert, welches Mikrozin S genannt wird. 
Zudem konnten vier Gene auf dem Plasmid pSYM1 lokalisiert werden, die 
unterschiedliche Funktionen bei der Produktion von Mikrozin S haben. Zwei der Gene 
kodieren am Transport beteiligte Proteine. Ein kleiner Leserahmen konnte als das 
Mikrozin S-kodierende Gen mcsS identifiziert werden. Ein weiteres Gen vermittelt eine 
Immunität gegenüber Mikrozin S. Seine Expression in einem zuvor sensitiven Stamm 
macht diesen resistent gegenüber der Wirkung von Mikrozin S. Erst im September 2011 
erfolgte ein erster Eintrag in die NCBI-Datenbank, in dem die Gensequenz von mcsS 
plasmidkodiert in einer Shigelle annotiert als hypothetisches Protein aufgeführt ist. Dem 
Gen wurde keine Funktion zugewiesen. Wird die Expression von mcsS in dem E. coli-
Laborstamm MDS42 in Abwesenheit eines Immunitätsproteins induziert, wirkt das Peptid 
toxisch auf die bakteriellen Zellen. Mikrozin S kann zudem anhand seiner 
Aminosäuresequenz und der genetischen Organisation in die Mikrozine-Klasse IIa 
eingeordnet werden. 
Mikrozine können vielfältig verwendet werden, haben jedoch im Vergleich zu 
Bakteriozinen Gram-positiver Bakterien bisher zu wenig Beachtung gefunden. 
Anwendungsmöglichkeiten liegen in der Lebensmittelindustrie, der Human- und 
Veterinärmedizin, wo Mikrozin S nah verwandte Gram-negative Bakterien im Wachstum 
hemmen bzw. abtöten könnte. Zum Beispiel wird im Rahmen dieser Arbeit die Wirkung 
von E. coli Nissle 1917 und E. coli G3/10 auf enterohämorrhagische E. coli in vitro 
getestet. Es wird gezeigt, dass das von E. coli G3/10 gebildete Mikrozin S eine 
Adhärenzminderung aller verwendeten EHEC-Stämme an humane intestinale 
Epithelzellen vermittelt. Da EcN nur einen der vier getesteten EHEC-Stämme inhibiert, 
wurden Untersuchungen begonnen, die die Ursache dafür thematisieren. 
Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse bilden die Grundlage für weitere Studien zu 
den in dem Produkt Symbioflor 2 enthaltenen E. coli. Zudem können umfangreiche 
Analysen von Mikrozin S, wie die Reinigung des Proteins, seine Produktion in großem 
Maßstab und die Testung von Anwendungsmöglichkeiten fortgeführt werden. 
 
5.2 Summary 
 
For decades, probiotic products made of E. coli, for example Mutaflor (Ardeypharm, 
Herdecke) and Symbioflor 2 (SymbioPharm, Herborn), have been used successfully for 
the treatment of gastroenterological diseases. Based on the long lasting experiences, these 
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probiotics are considered as safe. Since more than 20 years, various studies have been 
performed either to confirm the clinical impact of medical probiotics or to identify their 
mechanisms of action that are mostly unknown to date. E. coli Nissle 1917, which is the 
active component of Mutaflor, showed promising results in the therapy and remission 
maintenance of patients with ulcerative colitis and is used as therapeutic alternative to the 
standard medication with Mesalazine ever since. Similarly, the impact of Symbioflor 2 
has been demonstrated in initial studies on adults and children suffering from irritable 
bowel syndrome. 
Today, numerous studies are addressing the molecular characterization of E. coli Nissle 
1917. The genome of EcN has been sequenced in our laboratory. Nevertheless, facts that 
could conclusively explain the importance of genes, the mode of action of gene products 
or the molecular mechanisms of EcN´s probiotic effect are still missing. 
In this work, the medical probiotic Symbioflor 2 was further characterized. It consists of 
the six E. coli genomotypes G1/2, G3/10, G4/9, G5, G6/7 and G8 that were originally 
isolated from one healthy donor. All six bacterial genomes together with twelve naturally 
occurring plasmids - representing the pan-genome of Symbioflor 2 - have been 
sequenced, annotated and manually finished. Hence, genome encoded virulence and 
fitness factors could be detected. A comparison with genome sequences available in 
public databases enabled us to group the Symbioflor 2 E. coli in the cluster of 
apathogenic E. coli. 
In vitro tests with human intestinal epithelial cells have demonstrated that the probiotic 
strains EcN and E. coli G3/10, in contrast to control strains, significantly inhibit the 
adherence of enteropathogenic E. coli. Further tests confirmed that small ribosomally 
synthesized antibacterial peptides - called microcins M and H47 in EcN - are responsible 
for the observed phenomenon. Moreover, a new and yet undescribed microcin, which we 
named microcin S, was detected in E. coli G3/10. Four participating genes located on 
plasmid pSYM1, which all have different functions in the production of microcin S, were 
also characterized. Two genes encode proteins responsible for the transport of microcin S. 
A small open reading frame could be identified as microcin S encoding gene mcsS. 
Another gene conferred immunity against the antibacterial peptide, when transferred to a 
microcin S sensitive enteropathogenic E. coli strain. In September 2011, a first entry of 
the mcsS sequence was listed in the NCBI database. The plasmid encoded gene was 
identified in a Shigella sp. with no function assigned. When inducing expression of mcsS 
in the laboratory E. coli strain MDS42, in absence of the microcin S immunity gene, the 
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peptide turned out to be toxic to the bacterial cells. Microcin S can be classified as 
microcin class IIa by means of amino acid sequence motifs and genetic organization. 
Microcins can be used in different ways, but were only of little interest in the past 
compared to bacteriocins of Gram-positive bacteria. Practical applications are possible in 
the food industry and in human or veterinary medicine, where microcin S can be used for 
inhibition or killing of closely related Gram-negative bacteria. In this work for example, 
the impact of EcN and E. coli G3/10 on enterohemorrhagic E. coli was tested in vitro. It 
could be demonstrated that E. coli G3/10 significantly inhibited the adherence of all 
tested EHEC strains to intestinal epithelial cells. Since EcN is only effective against one 
particular EHEC strain, tests were initiated to identify the reason for this phenomenon. 
The results generated here are the basis for further studies regarding all Symbioflor 2 
E. coli. Furthermore, based on the data obtained in this work, extensive analysis of 
microcin S and, in particular, purification of the protein, its large-scale production and the 
drawing up of practical applications can now follow. 
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7 ANHANG 
Tabelle 7.1 Oligonukleotide (Einzelgefäße). 
Bezeichnung Sequenz (5´→ 3´) Beschreibung/Anwendung 
Allgemeine Oligonukleotide 
 
amp 1 CATCCAGTCTATTAATTGTTGC Amp
R
 Vektorprimer 
 
amp 2 GGCTGGCTGGTTTATTGC Amp
R
 Vektorprimer 
 
M13uni AGGGTTTTCCCAGTCACGACG pUC19 Vektorprimer  
M13rev GAGCGGATAACAATTTCACAC pUC19 Vektorprimer  
tet-for ACTTCGGGCTCATGAGCGC Tet
R
 Vektorprimer 
tet-rev GCTGACTGGGTTGAAGG Tet
R
 Vektorprimer 
 
Stammspezifische Oligonukleotide  
Muta 5  AACTGTGAAGCGATGAACCC spezifisch für EcN 
(Blum-Oehler et al., 2003)  
Muta 6  GGACTGTTCAGAGAGCTATC spezifisch für EcN 
(Blum-Oehler et al., 2003) 
Muta 7  GACCAAGCGATAACCGGATG spezifisch für EcN  
(Blum-Oehler et al., 2003) 
Muta 8  GTGAGATGATGGCCACGATT spezifisch für EcN 
(Blum-Oehler et al., 2003) 
G1-2_for CAGATCGCTTTCTACAGGCG spezifisch für E. coli G1/2,  
E. coli G6/7 und E. coli G8 
G1-2_rev CATAGCGCCTTTTCAAACTCATC spezifisch für E. coli G1/2,  
E. coli G6/7 und E. coli G8 
G3/10 for CATACGTCGATTACAGTTCGAC spezifisch für E. coli G3/10 
G3/10 rev GGACAGGGATTCTAACGGATC spezifisch für E. coli G3/10 
G4-9_for ATGTGGATTCAGGTGGAATC spezifisch für E. coli G4/9 
G4-9_rev GTTTGCTATATCCGAGATAGC spezifisch für E. coli G4/9 
G5_for TTTGGTACTCGACCAGAAGC spezifisch für E. coli G5 
G5_rev GTTTAAATTATACCAATCAGCC spezifisch für E. coli G5 
Narbenlose Deletionen ausgewählter genomischer Regionen in EcN 
trd1-EcoRI 
(trd1A´) 
AATTCGTAATAAGTCGACCATCCC Deletion Transposaseregion 1 
trd1 BF CTCATGGGAGGGGCTACGCGATTTCAAG Deletion Transposaseregion 1 
trd1 BR GCCCCTCCCATGAGCGGTCACATTTGG Deletion Transposaseregion 1 
trd1-BamHI 
(trd1C´) 
GATCCGCGGATATTGTGAAAATC Deletion Transposaseregion 1 
trd1-for´ (trd1G) CGTAATAAGTCGACCATCCC Deletion Transposaseregion 1 
trd1-rev´ (trd1H) CGCGGATATTGTGAAAATCC Deletion Transposaseregion 1 
trd1 D GAACAGATAAACATTCCACTCTACATCTGG Deletion Transposaseregion 1 
trd1 E GACCTGCAAACCTTTATCCTGCG Deletion Transposaseregion 1 
Anhang 
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Bezeichnung Sequenz (5´→ 3´) Beschreibung/Anwendung 
trd1 F CCCCTAGAGTGAGCATCGC Deletion Transposaseregion 1 
trd2A´ AATTCGTGCTTTTCCATCAATCGCG Deletion Transposaseregion 2 
trd2 BF GAAGATGCTTGGGTGGGTACCTATGTTACCA
ATAC 
Deletion Transposaseregion 2 
trd2 BR GTACCCACCCAAGCATCTTCAATGATCACGG Deletion Transposaseregion 2 
trd2C´ GATCCGACGCTTATACAGATCAGCC Deletion Transposaseregion 2 
trd2Dneu CGAAAGCCCGCTCTCCTGCG Deletion Transposaseregion 2 
trd2Eneu GCAGGGAGAAGCCTCTCTGTCG Deletion Transposaseregion 2 
trd2G CGTGCTTTTCCATCAATCGCG Deletion Transposaseregion 2 
trd2H CGACGCTTATACAGATCAGCC Deletion Transposaseregion 2 
trd3 A CGGAATTCGCGAATGCCATTATACTG Deletion Transposaseregion 3 
trd3 BF CCACTGCTCTACGTTGTCTGAAGCTATTTCAG Deletion Transposaseregion 3 
trd3 BR GCTTCAGACAACGTAGAGCAGTGGATGTAGC Deletion Transposaseregion 3 
trd3 C GCGGATCCGCGATGGAAGGAGAGAC Deletion Transposaseregion 3 
trd3 D GCATTTGATGGCGAAAAGG Deletion Transposaseregion 3 
trd3 E GATCCTTGCGGAAGTTTATC Deletion Transposaseregion 3 
fecA AATTCGGAAACAGGAGAATTTAAG Deletion fec-Region 
fecBF CGCCTCGTATACCCTTTTGTAAGAGGG Deletion fec-Region 
fecBR CAAAAGGGTATACGAGGCGAAGAATTCCCTC
TCATG 
Deletion fec-Region 
fecC GATCCGTTTAAAGACCGTGATACCGCC Deletion fec-Region 
fecD GCAGTGGATTAACTTCCAGTTGC Deletion fec-Region 
fecE GGTAGCAGTGATATGGTGCATC Deletion fec-Region 
fecF GAAAGCGGATTTCCCTTACGAG Deletion fec-Region 
fecG CGGAAACAGGAGAATTTAAG Deletion fec-Region 
fecH CGTTTAAAGACCGTGATACCGCC Deletion fec-Region 
mcmA AATTCTGACAATACCACCAATAC Mikrozindeletion (M + H47) 
mcmBF GGGAATATAATCTTACCTGACCTCACCC Mikrozindeletion (M + H47) 
mcmBR GTCAGGTAAGATTATATTCCCTTACTTGTTG Mikrozindeletion (M + H47) 
mcmC GATCCGCGGATGTTAATATTAACATC Mikrozindeletion (M + H47) 
mcmD GTTACAAACAATAAGAACGG Mikrozindeletion (M + H47) 
mcmE GTCTACTATTGGTGGGTAAG Mikrozindeletion (M + H47) 
mcmF GGGTGATATCATCAGAAG Mikrozindeletion (M + H47) 
mcmG CTGACAATACCACCAATA Mikrozindeletion (M + H47) 
mcmH CGCGGATGTTAATATTAACATC Mikrozindeletion (M + H47) 
Deletion nach Datsenko & Wanner 
mcm-H1 CTTAAAGCGTTACATAGGCACCATTATCATATA
ATGAAGCACCGATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTT
C 
Mikrozin M Deletion 
Anhang 
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Bezeichnung Sequenz (5´→ 3´) Beschreibung/Anwendung 
mcm-H2 AATTTTTACTTCTTCACAAATCTTATAGCGAA
GGTGTTGAAATGGTCCATATGAATATCCTCCT
TA 
Mikrozin M Deletion 
mcm_upstream CGTTCGGAGGAGCCTAAC Mikrozin M Deletion 
mcm_ 
downstream 
GTTCTTTTATATTCCGGTGTC Mikrozin M Deletion 
mch-H1 ATCAACGACTGTAAATCATATCTTC 
ATCAGTAAAGTGTTGAACGATTGTG 
TAGGCTGGAGCTGCTTC 
Mikrozin H47 Deletion 
mch-H2 GGTCAGGCTGGAAAAACGGAAGTTA 
AATATGATGGAGTTTATATGGTCCA 
TATGAATATCCTCCTTA 
Mikrozin H47 Deletion 
mch_upstream GTGTCCTGACAGCTTCTTC Mikrozin H47 Deletion 
mch_ 
downstream 
GATTCATGGGATTCGAAGG Mikrozin H47 Deletion 
Oligonukleotide zur Plasmidsequenzierung 
contig00049_ 
rev 
GGTTGCCCGGCATCCAACG pSYM1 in E. coli G3/10 
contig00049_ 
for 
CAGCTGGATATCCTGCGCG pSYM1 in E. coli G3/10 
contig00100_ 
for(neu) 
GCAGAGCGAGATTTATCCAG pSYM2 in E. coli G3/10 
contig00100_ 
rev 
GGCTTAGTGCTCTTGTTGAC pSYM2 in E. coli G3/10 
contig00091_ 
rev 
AGTATAAATACAAGGATCGC pSYM3 in E. coli G3/10 
contig00091_ 
for 
CTCCTGGCGTTGTGGCAG pSYM3 in E. coli G3/10 
contig00133_ 
for 
GAGGCAGTGTCTTGTTTTCTTG pSYM5 in E. coli G3/10 
contig00133_ 
rev 
GTATTGGCCCCTGCACCAC pSYM5 in E. coli G3/10 
contig00062_ 
for 
GCACAGATGGCTACCGACTG pSYM6 in E. coli G3/10 
contig00062_ 
rev 
GCCTCCACGCTGACTGTGAC pSYM6 in E. coli G3/10 
G5-A1 GTATGTCTTTGAGTGCGCC pSYM3 in E. coli G5 
G5-A2 CACGTCAAATGAGCCATCG pSYM3 in E. coli G5 
G5-A3 CCTCCACTGGCAGACAGG pSYM3 in E. coli G5 
G5-A4 CGATCCTGAATGGTTCCTCG pSYM3 in E. coli G5 
G5-D1 CTTTTCCAGCACGGCATGC pSYM7 in E. coli G5 
G5-D2 GTCCCGGCGTAATCAGGAG pSYM7 in E. coli G5 
G5-D3 CTAAACGCTTAAGACTCTCATC pSYM7 in E. coli G5 
G5-D4 GAATTGCTCAATGGAACAC pSYM7 in E. coli G5 
Anhang 
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Bezeichnung Sequenz (5´→ 3´) Beschreibung/Anwendung 
G5-D5 GAGGGTTCCTTGTGCTCC pSYM7 in E. coli G5 
G5-D6 CCGAAAAGGATTTACCGC pSYM7 in E. coli G5 
G5-D7neu GTAGCCGTTCTCAGGCTCC pSYM7 in E. coli G5 
G5-D8 CTTGCGCGCACCGCTAAAC pSYM7 in E. coli G5 
G5-B1 GTAACAGATCAATCCCCCAC pSYM8 in E. coli G5 
G5-B2 GTAACAGATCAATCCCCCAC pSYM8 in E. coli G5 
G5-B3neu GGAACCGGGTAACTGGATGG pSYM8 in E. coli G5 
G5-B4 TTGTGATCATATGACATTGGG pSYM8 in E. coli G5 
G5-B5 GAGAGTTTGAATGTTGAATATTC pSYM8 in E. coli G5 
G5-B6 GAACAACGACCCCCGGTTG pSYM8 in E. coli G5 
pSYM9_1 TGCACCAGGCGAACAAGTGC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_2 GACGGCGCTGACGCTGTC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_3 TCGTTCTGTTGGGTGTCCTG pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_4 TGCAGAGCATACAACAGACC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_5 GGGTGTAATGGTTAAAACCTGC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_6 GGATACCCGAACAAGCGCC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_7 AAACCTAAGCCGGAGCGCG pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_8 CCTTCGCCTGGCGTGCC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_9 GACGAACCACCCAGCGC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_10 GACCGTTTTTGTGACCGCC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_11 AAAGCGCGAGGCCAGTGG pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_12 CCTGCGTCAGCATCACGC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_13 GGATTAGCGACGGCCTCC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_14 AGATCCGAAAATCGACATAGC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_15 GCGCTTCGTCCTTGGTAGG pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_16 GTTCAGCAGCGCAGCGAG pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_17 CCAAAAGGCGGGACGGTTC pSYM9 in E. coli G5 
pSYM9_18 GTACACAACGATCCAACCAC pSYM9 in E. coli G5 
G5-C1 GGGCTTTCATGTTTGGTTCTC pSYM11 in E. coli G5 
G5-C2 GAGCGAATGCACGAACAGGC pSYM11 in E. coli G5 
G5-C3 CGTCTCTTTATTCGCCGTCC pSYM11 in E. coli G5 
G5-C4 GACGTTCATCGGGGCAAAGG pSYM11 in E. coli G5 
G5-C5neu CTCACTGACTCGCTCCGCTC pSYM11 in E. coli G5 
G5-C6 CTGCCGATCACCATAAACCG pSYM11 in E. coli G5 
G6-C7 ATCTGATGAGATTGAGTCCC pSYM11 in E. coli G5 
G6-C8 CGCATTGCAGTTGCTGCC pSYM11 in E. coli G5 
G6-C9 GGTTTAGAGGAGGAGAGTC pSYM11 in E. coli G5 
G4/9-A1 CCCTATCCTGCATCGCAGTG pSYM4 in G4/9 
Anhang 
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Bezeichnung Sequenz (5´→ 3´) Beschreibung/Anwendung 
G4/9-A2 CACTCCGCTAGCGCTACGTG pSYM4 in G4/9 
G4/9-A3 CTGGGCCTCTTTAGCGCGC pSYM4 in G4/9 
G8-A1 CGCTACGTGACTGGGTCAGG pSYM10 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-A2 CCACTTGGTCAGGGCTTCAC pSYM10 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-A3 GGCGCTGTCGTTGCGGATC pSYM10 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B1 CGGATGTTAATGCCAGACAG pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B2 CGACACCCTTGTTGCTGCC pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B3 CTCTTCGGAGATATAACTCC pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B4 GGGTGATTTGCTCACATCGT pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B5 AATCCGGTCACGGTTCATAC pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B6 GGTTGAGAAGGTCCGGGAG pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B7 GGCTGTTTCACCATCTTCC pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B8 GGAGGTCGTGAACATGGAAG pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B9 CATTATCATTAAGCGTTACACG pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B10 CTCAAGGTTTCGGAAACAGAG pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B11 GCACACAATAGCTACAGTAC pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B12 GTATCCGGTAAGCGGCGGG pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B13 CCCTTAATTGTACGCACCGC pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B14 CTAAAACCCGCTGACGCGC pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B15 GCTAATCTCTGCACCTGCTG pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B16 GCCAGGAAGATAAACAGCGG pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
G8-B17 AGTTGTTCTTTCACCGCTGC pSYM12 in G1/2, G6/7 und G8 
Oligonukleotide zum genomischen Lückenschluss in hochrepetitiven rDNA-Bereichen 
O1-yhdZ CTAAATCAGAGCGTACGAGGG  
O1-yrdA CGCGCTGACCGATTTGTGG  
O2-kgtP CCGTTACAGTACTTTCAGCC  
O2-clpB CCGGATTGTCGCCGTCCAG  
O3-dkgB AGTACCTAAACCAAATGCAGG  
O3-gmhB  TGGGTGTTAAATAGCCTGGC  
O4-yjaB CTCTGAGGTGGACGATTTG  
O4-purH TTGTCAGAAACACTGAGCAG  
O5-murB CAATGCCAAATGTGTTCCAG  
O5-murI CCGGATGCAAAATCTGCCG  
O6-mobB AGATCGCAAAGATTGTGCTG  
O6-hemG ACCGACAAACCGACGCTG  
O7-hdfR ACTTTCACGGCCGCTTTATG  
O7-yieP GCAGCTAACTGTTGTGCGC  
23SrDNA-1 GGTCATCCCRACTTACCAACC  
Anhang 
 
145 
 
Bezeichnung Sequenz (5´→ 3´) Beschreibung/Anwendung 
23SrDNA-2 GTTAAGCCTCACGGTTCATTAG 
 
23SrDNA-3 GGTTGGTAAGTYGGGATGACC  
16SrDNA-rev CTGCGGTTGGATCACCTCC  
rDNA-4 CGTGCTAATCTGCGATAAGCG  
rDNA-4rev CGCTTATCGCAGATTAGCACG  
rDNA-5 GACTCCAATCCGGACTACG  
TPU1 AGAGTTTGATCNTGGCTCAG  
TPU2 CCARACTCCTACGGGAGGCA  
RTU2 TGCCTCCCGTAGGAGTYTGG  
RTU8 AAGGAGGTGATCCAKCCRCA  
23S242r TTCGCTCGCCRCTAC  
rDNA-6 CATAGGTTAATGAGGCGAACC  
rDNA-7 CCGAGATGAGTTCTCCCTG  
rDNA-8 ACATAAGTAACGATAAAGCGG  
rDNA-9 GGTGGTATTTCAAGGTCGG  
Oligonukleotide zur Erzeugung von Mikrozin-Plasmiden  
pSYM1-for AATATCATTTGCTACTGCGGG Erzeugung von pSYM1-
ST76An 
pSYM1-rev CTTTATCTCATGCTAATGGAC Erzeugung von pSYM1-
ST76An 
pSYM1-SalI-HF TCAATTGTGTCGACTCAATTACTCTTGTGAG Erzeugung von pAZ6 und pAZ8 
pSYM1-NheI CATGTAATAGTGCTAGCATGTTAAAATTTAT
AAG 
Erzeugung von pAZ6 
pSYM1-F1 GTGCCCTTCATTCTCTTTCCAGGTCACAG Fusions-PCR/ Erzeugung pAZ6 
pSYM1-F2 CTGTGACCTGGAAAGAGAATGAAGGGCAC Fusions-PCR/ Erzeugung pAZ6 
pSYM1-NheIac CAAAAATAATAGCTAGCAAGTGATGTTTTGT
AATG 
Erzeugung von pAZ8 und 
pAZ13 
ac-EcoRI CTCGAATTCATCCATTACAAAACATCAC Erzeugung von pAZ9 
ac-PstI CTGGCTGCAGTAATTGTTCAGGAAGTAACG Erzeugung von pAZ9 
pSYM1_44-
EcoRI 
TAGGAATTCAGAGGAACTATTGGTGGG Erzeugung von pAZ10 
pSYM1_44-PstI CTCCGCTGCAGACTTACTTATCGACTACAGGT
ACCAC 
Erzeugung von pAZ10 
ab-EcoRI GTTAGAATTCATAAGAGGGATTTTTATGTCA
AATATC 
Erzeugung von pAZ11 
ab-PstI GTTGATACTGCAGCTTATCGACTACAGGTAC
CACC 
Erzeugung von pAZ11 
pAZ9-HindIII CCCAAGCTTAGTTAAATGTGCTAATGCTGTC Erzeugung von pAZ12 
pAZ9-SalI GGCATCGGTCGACGCAAC Erzeugung von pAZ12 
pSYM1_43-SalI CCCTGAGTCGACTCATGGTTATAAAATATTTT
G 
Erzeugung von pAZ13 und 
pAZ14 
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Bezeichnung Sequenz (5´→ 3´) Beschreibung/Anwendung 
pSYM1_43-NheI CATTGCTAGCCATCACAGATAAACTGGATAA
C 
Erzeugung von pAZ14 
Mikrozin-Screening  
recA-ff ATGGCTATCGACGAAAACAAAC Inhibitionskontrolle 
recA-rev TTAAAAATCTTCGTTAGTTTCTGC Inhibitionskontrolle 
ab-ff ATGTCAAATATCAGAGAATTGAG Mikrozin S Nachweis 
ab-rev TTATCGACTACAGGTACCACC Mikrozin S Nachweis 
mchB_BamHI CGGGATCCATGCGAGAAATAACAGAATCAC Mikrozin H47 Nachweis 
mchB_SphI CGGCATGCTTAGCTACCGCCACCAGC Mikrozin H47 Nachweis 
 
 
Tabelle 7.2 Oligonukleotide zum genomischen Lückenschluss in 96 Well-Platten. Die 
Oligonukleotide wurden in Platten synthetisiert und sind in der Tabelle jeweils von Position A1 
vertikal verlaufend bis zur Position H8 angegeben. Zusammengehörige Oligonukleotide (vorwärts 
und rückwärts) liegen in der Platte nebeneinander (z. B. Position A1 und B1). 
Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
Platte 1 
 
11 ATTACTCCAGAAGGAAACTCAG 
17 GAAGGGATCTTGTCGTACAG 
23 CCGTCAATAATCTTTGCTGCC 
31 GGGCATTGAAGAAGTGAAAG 
108 AACCCTCCGCCGATATACG 
128 CGATTACGATTACCCAACGG 
148 AAGCCTTTGCAGCTCAGACG 
150 TTAATCAGCTACGCTCCACC 
12 GAGCGTCGTGTAGGGAAAG 
18 CGACGAAAGAGAATCCTGCG 
24 CATTACGCCAGAGATCCACC 
32 GAAACCGGTATTGGCTATCG 
109 TTGTCCCGCGGCTTTAATC 
129 CAACGTGGTTCCGGGTTAC 
149 GGTATTCATTTTCTCACCCGG 
198 CGCTGGCTGGCATAAGCG 
160 TCCTGCGCGGGATTCTGG 
212 TGGTCCTGGCGTTAGCCC 
236 AATACGCGCTGGTGCGTAC 
250 CATAAAGAAGAAACGAGTCAGG 
200 TATATCAACCAAACCTTGCGG 
200 TATATCAACCAAACCTTGCGG 
Anhang 
 
147 
 
Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
132 TTCTGTCAGATAACAGATTGG 
13 AAGAGAAGCTCGACAACCTG 
161 CGTCAAGCATTGCGGTCAC 
213 AACTCCGCTTATACAGCGG 
237 CATTAATTCTGTCGGCTTCC 
251 CCTGTTTAACCCGGTGTATC 
201 TTGTACAAGTTTGATGACAATG 
202 CAGTATGGCCTGGTGATGG 
133 AAGTTGACCTGCGCGTAGC 
14 CAGGATCGTTGTGTCGCTC 
19 ACGCCGTGAAGAGCGTGC 
29 TCGGATTTGGTCATCGCGG 
35 AATACCGATCTTGATGTGACC 
39 GTTCACTTCCGATTCGAAGC 
45 ATCCCGCAAGAAATAGTGCG 
47 TGGTAAGAGCAGTCACGGC 
57 CGCTGACGCTCGAGCCG 
59 GATAATCCCGGAACATCGG 
20 GCTGCGGTTTAAACCGAAGG  
30 CGCTGCCAGCTCTTCGAAC 
36 GGCTTCAACCACATTCGGC 
154 AAGAACTCACTCGCGCTGG 
46 AGCGGCAAATGTTTATCTCTC 
48 CGCCAGAAGTTGTTCATCAG 
58 TACGGTAATCGAACGATTATTC 
60 TCGATATCCATGTACCACAC 
61 TAACTCATCCAGCGCCTGG 
79 ATCGGGTCGAAGCTGCGC 
80 TCGGCGATAGTCAGCGTC  
82 TGCGCTCTATGCCATGACG 
91 TCGAAGGACGGCGAGTGG 
93 CTGTGGATCTTAGCAGCAG 
95 GATATCGGGGTTGGTGGTC 
99 TGGAATACCGTAGCCTGAC 
62 TGACGGCAGCAACAGTATC 
193 GAAACCATCACGGCCGATC 
81 ATCAGGATTTGCGCGCTGC 
Anhang 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
83 CCTGATTTGGCACTCCTGC 
92 TTACCCATTTCAGCGCCAC 
94 CACATCCACGACCGACAG 
96 AAACGGAAACGCGCATCCC 
100 GGTTTCACACCAATTTGCAG 
124 AAAGCCTATGATATTCGCGG 
138 CCATCTCCAGCGCCAGTC 
140 GCGGTGATGCTGCATTTAC 
142 GCTGGATTATGTTGGGCCG 
144 CAACGTAGAGGGCGTGCTG 
146 CTGACCAGCGCTCTCAGG 
148 AAGCCTTTGCAGCTCAGACG 
156 GCCGGAAACTGCGTCTAC 
125 GCCCTAATATGGCAATAGCT 
139 ACTCTGCGTCACCTTAAGTC 
141 GCTATCGATACCGAGCGTC 
143 GCGCGATACTACGTTCAATC 
145 AACGGTCTTTACCGTACATG 
147 CAGCGGAATGTCGCCCATC 
149 GGTATTCATTTTCTCACCCGG 
157 TTTCAACGATAAGTGGGACG 
162 CGCTGGCCATACCACACG 
168 TGGATTTGGATGGGTTGCG 
170 GGAATGTGGATTGCACGAAG 
172 GAAGAAGATGATGGCGAAAG  
178 CCTGAATCTCGCTTGCCAG 
180 GGATGGATTTGCGGGTGC 
182 GCTATCACATTTCGGGTCC 
188 GGATTAGCCCCAATTACATC 
163 CAAAAGCCTGCGCTCCGG 
169 GCTACCGTTGGTGAAGGAG 
171 GTCTTTCTCGCCGCGTCG 
173 CATTTCTTTGGCGACAGCG 
179 GGTTCAATTATGGATATCGGC 
181 CAGGCAGCGGTATTTGGTC 
183 ATGTTTCAGGCCGTTCGCC 
189 TCCTTCTTCGGTGGTCAGC 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
Platte 2 
 
194 CAGCGAAACAGTAACGCGC 
196 AATACTGCTGCAGCCGAAAG 
199 GTGAATCTCTTATCATCCAGG 
1 CGCGCTCAAAGAGCTTCTTTG 
5 CCTGCGGAGTTTATGGCGG 
214 TCAGATTCCATCACTGCCG 
218 CACCACAACGACCCACTTC 
244 TGCATGCGGTCAACGGTC 
195 TCCAGCTTTTGCCATAACTC 
197 TATTCAGTATCGCGGCGCG 
256 ACTGCGCGAACTGTTCCTG 
2 CTCCCGAGGCATCACTGC 
6 TTTCAGCCCCATCCGCCAGC 
215 CCGGCAGATGATTCGACC 
219 GACCAGATCGATAACGCGC 
245 TCGTAAACAATGCGTACCGC 
222 TGGTCGCATTACGCCACC 
224 GCCTGTGTGATCTTGCGC 
226 CGCATGATCGCAGTGCTG 
228 GTTGAACCTGAGCTGTATGG 
230 AAATCGACGGTTTTGGTCCG 
234 GTTACCGCGTGACGCCTG 
242 GGCGCTGCGATAACGATC 
9 CCTGTGCTTTGTCCACCAG 
223 TACAACGCGACCAGTGAAAG 
225 TTGATACTTCTTCTCCAGGTC 
227 CGTTATGCATCGGCTGGG 
229 CTGGCTTATGAGCGTGAAG 
231 TCGCGTCGGAACAGTTACC 
235 TCCGTGAATCGGTGGCGG 
243 GCGTTGGTCAGGGTACGC 
10 GCTCGGATTTACTGACGCTG 
3 GCAATACGGATTATTCTGCGC 
21 TGTTCAGGCAGTTTGCGGG 
25 GCTTACGAACCGAAGAAGTAG 
27 GAGCCTGGTGATGCTGCC 
37 GATGGCGCTAAACAGGCAC 
38 TGGCTGCATTGACACAGTAG 
Anhang 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
43 GGGATGGCCGTCGCAAGC 
49 TGTCTTTAGCCTGAGGGATG 
4 GCCAGTTTGTTGATCTGTGC 
22 GCATCCATCAGCGCCAGC 
26 CATAACGCTGTGCCAACACG 
28 AATACGCTACAACAGGCCG 
40 TGTCTGGATCAAACATTACGC 
155 CCTGTTGGGCTTGGCGCG 
44 TATGACACGTTAACGAAGCAG 
50 CGGTCCACATATTAAAACTGC 
63 GCTGACGCTTTTGTATAACAC 
65 GTCAGCAATGGCTTCGCCC 
70 CGATGGCGGCAACACACC 
72 TGCTCGGAGTTGGAGATGC  
73 CGTATATCAGGGGTCACTG 
76 TTCTGGTTTCCAGTCGCGC 
87 ACTGCAGCAAACTAACGACG 
89 GATGGCATTAAGGGAGCAAC 
64 CAATTTAACATCTACGCCAAGG 
66 CTGATGCCCCGATCATCTC 
71 GTGTCACCGCCATCGTCC 
73 CGTATATCAGGGGTCACTG 
75 GTTCGTCCAGTTCACGCGG 
77 TTTCATCCTGGGATGATTGTG 
88 ATAAGGGGAGCTAGCTATTC 
90 TTATAAAGTCCGGCAGGGC 
97 TCTGCACTGTGTTCATCAGC 
106 CTGGTAATTCGAATGACACC 
110 GCAATGTCAGCGATGCTCAG 
112 CCAATAGTGATCGTTCATGG 
114 AGACGTTGCACCGTCTTTAG 
116 GCACCGGTAAACTGTTCAC 
118 GGCGGTATTCCGTCTGTTC 
120 CAGTGAGTGTGCCACTTCC 
98 CTTGATAAAGGAACGCGCC 
107 CAGAGGATCTTTGGTTGCAG 
111 GCTGAGCTGAATGTTACCGG 
113 AGCTTGGGTTTGCTTATGCG 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
115 CGCTATTTCCGAACACCTGC 
117 TTGTCTGGAGATTCAGGGG 
119 CCATACCAGCCTGTAGCTG 
121 CCTTTAACTACACCCTGAAC 
126 GATAACGCCACGGTGGTG 
130 CGGTAACGGTGACACCTG 
136 TACAACGATGGTCGTGATGT 
152 AGGGTATTTGATTGGTCGCC 
158 GCAAACAGATAGAGGATCAG 
166 TACCAGCGTATCCAGGCTG 
190 CTGATGGCAATTGGCGGC 
206 GGTGCAGAAGAAAGGCGG 
127 ATATGCATCCCAAGACCTGC 
131 CAGTATTGTGTTGCTGTTGG 
137 GTAACGACGTCCGTCTTCG 
153 CTCTACCCTGGTGAGTGTG 
159 AGCTGGTTTGCCAATGGCG 
167 AGGATTGTGCCATCCATATC 
191 GTGCGGCACGGGCATTTG 
207 GCAAGCAGCGAGAATAACAC 
Platte 3 
 
261 ATCTTTGGTGCCGTGGGC 
265 ATGGTTGAGCAGACGACGG 
273 CTGCGTCACGAACTGGCG 
275 TCCGCGTTATCTGGCGGC 
277 ACGGTCCATCACAAACGCC 
279 GCGATACCAATACGTTGACC 
285 ACAGTCCCTT TTATGGTCTG 
287 TTTTACCAGGCTGCCATGAG 
262 GTCAATCAGACCTCCGCC 
266 GACTTCGCTTATGCAGTGC 
274 CAGATAAGGCACCGTCTCC 
276 AAAGAGGATATGCATCAGCG 
278 CACCCTGACGGCAGAACC 
280 CCAGTTCAAAACCCAGGGC 
286 AACGCGATATTCATTGCCCG 
288 GCTCAAATATGGCCTGGCG 
293 GCATTGCCTTCATCCATGC 
297 GAACAGGCCGGGTTTGCC 
Anhang 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
303 TATCGCCAGTAACGATGGC 
305 TGGCAATCTCCACGCAGG 
307 CTATGGCGTCACGTTCCTC 
309 TAACTGGAACCTGACGCCG 
311 CTGCTGCTGTTTATGACCAG 
315 AGGACGATAATCAGCAGGTG 
294 AGCTGGGCGCTTTATCCG 
298 CAACGAAGATAACAAACCGC 
304 GGCGATGCAGCAATTAATCA 
306 ATGCAGTTAATTGAGCATCTG 
308 CATAATGATGAATGGCAGCAG 
310 ACTTTCACCCGGTTATCATC 
312 TTTCGACGCCAACAGGCTC 
316 CGCGATCTCAACGTCGTC 
319 GGCGTGCACATGCCACTG 
321 CGAGCGCAGAGTTTATGGG 
323 TAAACGACTTCTTCAGTGCG 
325 TTTCCAGCGAATAGAGCGTG 
327 CTTCGGAGATTCCAAAGCG 
333 ATAACCTGG GCACTGGACC 
335 GGCGATGATGCGTGCACC 
337 AACGGGTAAAGACGGCTGC 
320 AGTGCGAAAAGAAACTTCGC 
322 AAAGAGCGTCTCTGCCAAAG 
324 TGCGTTTCTGCCAACCGAG  
326 ATGAACTTGCTCGTCTGGTG 
328 CACCTTTGACGACTTCGCC 
334 ACATGACACTCCACCTTCAC 
336 GTTGTTGCATCTGTTCTGGT 
338 TGTCCCCAACCCCATTCG 
339 ATTGATACAGGCCAAAGGCG 
343 GGTCATTGGAAGAGCGGAC 
351 GCTGATGTTTCAGGTCGTTC 
359 AAATTTCGTTGCATAGGCGC 
361 CGTCCGGCATTATTGATGG 
365 ATGAAACAAACGGTTGCAGC 
383 ACAGTTTCCCCGGTACAGC 
385 GAACTGAACGCCCAGCAGC 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
340 TAAAACGCGCCGGATTGTAC 
344 CAGCCACAAATGGGATGAC 
352 GTTTATCGGCCTGCTGAAG 
360 CTTTGCATGTGAACGGCGG 
362 AATGATGGCGTTTCTTTCCC 
366 CGCCACGGTTAAGCACCG 
384 CTGCGTCACCAGCAGTTC 
386 CCGCCTGTTTACCGACATG 
389 GGAGGAAGCGTGGGGTTAG 
402 CAGTTCCAGATGAAGCCCTG 
404 CGACTAATCGCTCCGTGAC 
406 CCACGCGATGCACGATCTG 
408 ATTCGGTGATGCCGCACG 
410 ATCGACCATACTGAGCATCG 
414 GTTGTTGCTGGGTTCAAGGC 
420 AACATCATCACGGTCTTTCGC 
390 GTAGTCGTTACGCGCAAATC 
403 GCCATTAGTTGGCGCGGTG 
405 CAATGCGGTGAGTATTCCAG 
407 GCTCTATAAGCGGGGTAATTG 
409 AACCAGACCGAACTCTTTGG 
411 AGTGACGACTATTATTCAGGG 
415 TGGCAGAAGACAGCAGTAGG 
421 AATCGGTGTCTTCTTCTCACG 
422 CCGATGCGGTGGTGATTTC 
424 GGGTATGCCGCCAATCCG 
208 TCGGTTTCGCCATCACATG 
281 GCACAATAAAGACGACTGCG 
317 GAAGATATTTGTCTGCGCAG 
387 TGGATCACCTGCCGGTGG 
391 GTGTATCGCGCCATTATGAC 
418 ATGCCCGCAGTTCCATCAAC 
423 GAAGATCGCCTGGAGCTG 
425 CGTTTGCCGTTTTCGTTGTAG 
209 TTTGGCCTTAATCGCCACG 
281 TTATCGGCATTATCCTTGCG 
318 ACTGCGACAGGATCCTGTC 
388 ATGCCGCCCAGTGCCATC 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
392 AGTGGCGGATTGTCATTCTG 
419 GTGCAGCGTAATCTTCCTCG 
Platte 4 
 
291 CGGTAGGATTTTTGCGCGG 
416 TGTTAACCGCTGGCTCTCC 
301 GAGAGTGTCACCTTCTACC 
313 AGACGCGCTTGCATTACTAC 
412 GCGTTATAGCCGCCAAATCC 
341 ATAGCAGTAATTGCAGCAGC 
283 TCTGTTTCTCGGGTGAGG 
289 TGGGCTTTCTCACGCCAG 
292 GCTTCAAAGAGGTGGTGATC 
417 TCGATCACAATCAGCTTCGC 
302 TGAAAGTGCTGGCAGAGATG 
314 ATTTACCGGTTGAGCCAGTG  
413 AATAACTTAATGGCTTCCAGTG 
342 CCCTGGTCATCTGCCAAC 
284 CGAAATTCTGCCTGGTGGG 
290 CGACGGGTAAAAACTATGGC 
347 GGATTTAAGGTCGGAACTAC 
397 ATGAAATGGTGCAAACGTGGG 
15 GATAATTCCCTCTGGAGTTC 
393 TCACCATCGATCCGCGTTC 
349 TGGATCATCGCCATAGTACG 
353 GCATATTTATTCGCACTGGC 
379 GATCGGAAGAGCGTCGTG 
382 TTCATCGATTCGGGCGCG 
348 AGCTTTACCTGTCTGTACTG 
398 CCGGTACGTGCGTAATTTGC 
16 CTGCCTGAGGTAATGACTCC 
394 GCTGGAAGAGACGGCAGC 
350 CGGTATGCTGTGTGCCTC 
354 CCGACCATCTTTGTGGATG 
380 GCTCGCGCCTGTTCGAAG 
381 CCGGAAGCAAGGTGAGATG 
271 GATGATATCGTAGCTTTCCTG 
345 AGTTTATCAGGATCAGCTGG 
269 ATAGGCATTGGCCCCATGC 
363 TGTTGAACTGACCCCGTAC 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
395 GCCGCTGCTACCTTTGTCG 
259 CTTGAAATTGCCGCTGGTTTC 
357 TTACCGGAAGCAGAAGAGC 
369 CATCAGCTTATACGCCGCC 
272 CAAAAACCAGGTCACCGCC 
346 TTGCTGATATAGCTTCCGGC 
270 ACTGAAAGCCGACGTGCTG 
364 GCACAAGGCGGAAGCAGC 
396 GACAGGAGATTTCCGTCACC 
260 ATCCAGATAAAGGCGGCGAG 
358 ACACTTCAGCGCACTGCG 
370 GAAGTGGCGCGGGTATTTG 
375 CACTGCCAGTGCAACTCAC 
252 ATTGCCCGCCTGATGCTC 
267 CTGGAAGCGATTACTGCAG 
329 AAACGTCGCCTGAATGACTG 
331 GGTGCGTAATAAGCTGGTGG 
377 GACGAAAGAGAATCCTGCG 
174 TGATGAAAATCGGGGTGATG 
186 CGTTAACGTTGGTACTATCG 
376 CGGTTATTTACGCCGTCGG 
253 TCGCCCGGTTTACACACC 
268 GTCGCGCATTTTCCGCCC 
330 CCTGGCGAAGAAGTTCAGG 
332 TATGCGAAGATAATGAGTTGC 
378 GTGAATAAGCTGACGAGCG 
175 GGCAGTCTAAAGCATCAAAG 
187 GAGCGGAACACACCAGCC 
263 GCGATCGCCACTAACAGAG 
295 GACCTGTTCGGCATTGCTG 
355 TACGCTTTCCGGCAGATCG 
367 ATTTCGTTATTACTGGCGAG 
480 TAAAGCCTATGATATTCGCGG 
488 GCATAATCATGAACCCAAGTTG 
490 CCACGGTTAATTATGATCACC 
492 CGCAGTGCCAGCCATTACC 
264 AATGGCTGAAAAACCTGCTC 
296 TCATCACCAGTGATTACGCC 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
356 GAAAGCGATTGATGATCTGG 
368 CGTGTGGTGGTGGAATATG 
481 AATTGCATCAATTTTGCATCGC 
489 ACGTGATCCTTTGCTGGCG 
491 AAACGTACAGACACCAATCAG 
493 ATGGCCCAGTGTTTTACCGG 
444 TACGGTTGAGATTCAGGGTG 
446 GGTTGGCATTATCCATCAGC 
448 GTGACGTGCAGAAAAGAGAG 
440 TTATGCTGCGCAAAGCGTTC 
458 GGACAGCATCAATGATGAAGC 
470 TATGGCCTGACGTATATCGG 
474 GCTACCCTAAAGCACGCCTG 
476 ACTGCTTATAGGCCTCATATC 
445 GCGACGCCAAAAGTCTGGC 
447 GAAGCGCATTCGTTTGGCG 
449 CTGTAACGTTGACGGCAGC 
441 CTGGTGACTGAACGTGAAGC 
459 AGCGACGCAAATTGGCTTTG 
471 TGCCCGGTGGGTTGTATTG 
475 GCAGTTGCCGTACTGAAATC 
477 CGGTAATTTGTGGCCTGGG 
Platte 5  
 
438 CGAGTAACGTTGCTCAGGC 
442 GCTCGCGAAACAACTCCGG 
452 GCGCAGGTTGGTACAACCAC 
456 CAGACCATTACGGCCATGTG 
466 CCTTGTCGATGATGACGGC 
468 CTGCCAACGATACTCGCCG 
496 CAAAACTGGTTGAGCATACGG 
506 TGCTGTAACACCGGCGATAG 
439 GCTTCCATTGCCAATGCTGG 
443 ACCTGCGGCACAGAAAGAG 
453 CTGTGCCACCAAAACGCTG 
457 TCGCGACACCAAAAATATTGG 
467 TCACAGCTCAGTTCGTAGTC 
469 TACATATTCGCAATCTGCTGC 
497 AAGGTGGTGGTCGCGGTC 
507 GATAGCCGCCATTCTACGG 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
508 GTCTGGAGACGATTCTGGTG 
510 TTCACCAGTCGGCGTATAAG 
520 GTTGGGTTTTATTATAATCGCG 
522 GTGGACGCAACGGAAGAAC 
528 GGACTCTACACGTATCCAGG 
530 TCGTCACGGCTGAAATCGG 
532 CCCCAGCAACGACGAGAATG 
534 GAAACGGCGTGCGGAAGC 
509 TTTCTTACGCAGCTCAACTGC 
511 GAAATATGCGTTAGGGTTGTAG 
521 CAAAGCCCAGCATTTTGAGC 
523 TTCGTACCAGGTCGGAAAGG 
529 CATATCGGCAATGGTCTGCG 
531 GATCGGGCGCTGTTGAATG 
533 CAGGTGAACGGATGTACCG 
535 TTAATAGAAGGGCGTTGCGG 
536 TTCGCGCCATTGCAATCGC 
538 CATGCGGCTGTTAGAGTAAAC 
540 GGGTCCATTTGCGGATGGTG 
542 ACAAAGCCCGATGGTCAGC 
544 TTCCTTTTGGGGCTGCG 
552 TACCAACTCGCGCATTGAAG 
556 TCGATAACCCGTGGGATCG 
558 GTCGCGTCGATCACTTTCTG 
537 CGTTAAATTTCCCTTCGGTAC 
539 GGGTATTTGGCAAAACCGGG 
541 ACCGGGATTTGCGCATGGC 
543 TGAGCGATATCCGTGACCG 
545 GCGATTTGCCCGCAACCG 
553 GACATTGGCGGCATCCAGC 
557 CAATCAGAAAGGTGCGGATG 
559 AGTGAGTATTTGAGCGTGCC 
564 CAACGCAAGGAGCGCAAGC 
566 CCTGACGTGATTGGCGCATC 
570 ACGGCAGCGGCTTATTATTG 
576 AGCGCGGCAGAAGGCAAG 
498 GCCATGTTCTTTCAGTCGATG 
500 GACTCCACTCGTGATGTGAG 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
502 TTGAATATACCCTCCTGACAG 
550 AGCACCGTGGTCACCACC 
565 CTGCAGCAGGGTAAAACCG 
567 TAATAATTTGACTCTGAAGGGC 
571 CTTTCAGCCACTGGCTGCG 
577 TGGCAGCTGGATGAAGAAAG 
499 CGAATGACAGCACATCTCCC 
501 TATTTAAGACAGGAAACGCGG 
503 AGGCAACTGGTGATTTTTATTG 
551 ACGCTTTGGTAATCTCCCGC 
426 CTGATTGCCCGTGGTGCTG 
432 CTTACTCATCCACTGCCTGTC 
464 CAACGCTCAACTTTATCCGC 
516 AAACGATATGGCCCGCGTG 
554 GCTGGGTCTGTTGCTATGG 
560 TGAGAACACGCGTTATGCTC 
562 CCTGCTGTTTTCATTCGGCG 
568 TGGATTTGATGTCGCTGCTG 
427 CGTTCTCTTACAACGTAGCG 
433 CCCAGACGGGTTTCATCAG 
465 CCTTTACGGAACATCATCAG 
517 GAGTCGTTATTCTTCAAGCGC 
555 ACTGACATAACATGCTGTAGC 
561 GCTTAGCGGTTGCTGAGATG 
563 AGCATGTACCACATTTTGTGCC 
569 CCTGCGCAGATGACACTTG 
430 CCGTAGAGATTGTCGAAGCG 
494 GATCTGATCCGTTGAGTCGG 
504 CAATGCTACCCGTTAATCCTC 
512 CGCTACCGCAGGCTTATCG 
514 AAACCGTTAATGCGTGAGTTG 
518 CTCATCGACATCTTCATCCTC 
524 CGCTCAGGTCTTCGGTCTG 
526 ACTTACGCCCTGCCTGCAC 
431 CAACATTCAGCGGCTCATCG 
495 TATTGATTCTGTCGATACGGAG 
505 CCGTCAGGCACGGAAGAAG 
513 TGCGCCGCCATATCCACC 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
515 ATGGCTATTGAGCAGCAAGG 
519 GAAATAGACGAAGAAGAACTGG 
525 GATCGAGATGGACTTTATCCC 
527 TCAATCAGGATGTAGGACTC 
Platte 6 
 
1196 TTGCCAACGGCCTCATTGTC 
yfeX ATGCGATGTTGCGTTTCACC 
cysM AGCTAACCCTGACGCGGTG 
yegI TTGGTGATCATCTGACCCAG 
fimE GCATCCCATGCCGATATGC 
uhpC CAATGCTACCGGACATTACG 
iutA CAAACTCATGGCATCGCCG 
wcaM GGATCGGATTGTCGGCAG 
ypjA TAGTAGTGAAGGCAGCCATC 
yfeW AGCCACATTCGCCGGTTGC 
yfeS TGGGACTCAATGCACTAGCG 
yegD TCGGTCGCCCTATCAACTTC 
fimB TCGTCATACTGTCTGGTATAC 
afuA AACGGCAGAAGCAATCAGAG 
iutA GGTGACAGCACGACAAGAAGC 
wcaM CATAGCCAATTAACATCCCGG 
cynR ATCCACAGGTGGTCATTGAG 
prpB AACCTGTTTGCCCGTAGCC 
dusC TTATTTCAGCATGTTCGGGTG 
ytfT GCACCAGCAATAGTGCTACC 
stf GGCGGAATCTGCAGCAACG 
rfaD GCCGCCGGTAACGATGATC 
148 GTTGCGTCGGTGTTACCAG 
150 CTGAAACAGTGACAGCACTG 
codA ATGGGTTTGATGCGCTGCG 
prpD ACCGTACGGGCGCTGGAAG 
mdtQ AAGGTGCGCGGAGATTACC 
ytfT TGCTGGTGCTGCTGGTCG 
stfQ AGACCAGGAACCCTTGCAC 
kbl ACGTGTAACTTGATGTCTCTC 
149 GACGAATACCACCAATATCGC 
yibL TGGTGGTTGTGCACCCAATG 
garK GCGATTGGAATGCGCAACG 
ydbA CGATGGACTCCGGATCGG 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
ghrA GGGTGATAAAAGATGATATCC 
ybhC CTAACTACAACCGCATGTGG 
ybdN GGCATCCGTGCGGATGAG 
yafV GGCAACGCGCATTGATGCG 
phnK GCTGAAATCAATCTCCGCCC 
tfaE TCCACCCACGCATGAAGAAC 
yhaC CAGAGAGGACTATACGTATG 
ydbA GGTGGATAACAAGGGCACC 
ycdU GTTGGGGGCATTTTAATAAGTG 
ybhJ AAGAGCGCGAGATTATCAAG 
ybdN TGACTCGTGCGCACATAGC 
dnaQ ACATGAAGCCCGTCTTGATC 
phnK TTCCAGCCACTTCTGCGCG 
ymfQ TTTTTACCTTGCACAGCTTGC 
yiaV GCGGATATCGTTACCGCAG 
bscA AGTTCGTGTCGATTTTCGAC 
dctR CAGTTTCTCCAGAATATCTTC 
silC GCCAATCTGAAGCTGGCTG 
mdaB GTTGATAATCAGGATGTTGCTC 
ygeW CAGCTCATTAACAGTTTTCATC 
nudK GACGGTAAGACGGTGTTATTG 
yfeD TCGCAAACTTGCGTATCGAC 
yiaV CTTTGCCTGCTGAGTATTCG 
bcsA GTTGCGTTCAAACGGGTCC 
dctR GCAGTTACTGCTCTGTGCC 
silC GATGTAACTGACAGCACCAC 
qseC TGAGGCGAAGGTAAGCTGG 
ygeV GCTGCAAAACGCTGGCAAGC 
ypfG GAAGGAAAATGCGATAGCGC 
yfeD CAACGCTTAGGGATTCGCG 
yegK GTTGCAGCATTTACGGATGG 
ydjK ATATTAGGCTCTTGTGTGCTG 
ydjE TTTAATTGCAATGAACATTTCGC 
ydiQ ATGATTTCTCCTGTGAGTCGC 
rsxD GAGCTAGCTATTCTGAATACC 
ynfE CACCGCTCATGCGGGTTTC 
exoO GCTATTGTGATGCTGATTGC 
ydfP ATCGCAGGAGTGACTTGTC 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
yegK GAAAGTTTCCAGTCTGGAAAC 
ydjK AAAAATACCAAATGGCGCGCC 
ydjE TTGATTTATCGACATCAATGCC 
ydiP GTTATCAAAACAGCGTTGATAC 
rsxC CGCGCCAAAGCGCGCAAG 
ynfE CAGTATGGCTCCTACAGCAC 
exoO AACCAGCATGAATCGGAACG 
cspI TAAACCAGTCATTTTGTTAGAC 
ydaL TGGACATCTTCCATGGCGTC 
ycjU GTATCGGTGATTACACCATC 
puuA CCTTTGACGTTGAGCCGCG 
upstream ariR GTGTTATGATAAAACATATTGCATC 
agp CGGTTTGAAATCCAGCGCC 
arcC AAGCTGCTTCCAGTGCCTC 
3340 TCGCAATTGTAGAATACGCC 
yjjQ GTAAGGTCCTCCGCAGAGG 
abgR CGAGAATGCGGCTATCTG 
ycjT GCAACAGTTGTCTTTCCCTC 
puuP GTGGAAGTGTTCCTTCCAGC 
ycgF CGATAAATAAGGGTGGTAAGC 
yccE GAAATGAATGCGCAACTCGAC 
arcC AGTGGAACCGTATCCGCTG 
ykgM GATACTCAGGATGGATATTGG 
yjjP TGTTACGGCTCGCTGTTGC 
Platte 7 yhfZ TTTTTGATAAACGTTCGACGC 
 c163 GTTTATGAAGGGTGTGCTGAG 
 c155 CCAGTACCGGAGGGGGAC 
 c186 GAAACGCGACTTAAGAATCTAC 
 yafV GGCAACGCGCATTGATGCG 
 RhS CCTTATCGGTCATGTTCCGC 
 c6 CATGATGTGGTCTGCTATTATTG 
 c259Teil2 GGGCAAATATCGATCAGTTG 
 trpS GCGCACGCTTCCCGTACG 
 cTeil192 GTTGGTAAATGCAAAAGGGGC 
 c287+ CGTGATGGCTTTCCGTGTAC 
 c59+ ATTGAAACCAAGATCGATTCGG 
 Rhs GGAAATCCGGGCAAACTGCG 
 c1+ GATATTCAGATTGTCCATCCC 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
 
c259+ GTAATTATCTGTATGATAGCTTTG 
 c6 ACGACTTCTGGAGCTATTTC 
 pcoE CTGATAAGCATCGCAGTCAG 
 c107+ CACTGGCTGCAACCTCTGG 
 c88 GATCTGGCCCTGATTCCTC 
 c87+ TTGTCACGAAGTGCACCGC 
 650-yjhP GCGGGAATGCTTTGGCTGG 
 yjhV AAAATACGGGGTCAAAGCCG 
 ytfT_1 GCCCATCCTGAAGCACCAC 
 c98+nnn CATGATAGCTCCTCCTGAC 
 yhiM TTTCAATATTAGAAGCGGGTTC 
 unm253T2 CAAGGCTGCCAGCGAACAG 
 c89+ TTGAGAACCTCAGCCATCTG 
 c59+ ACCGTTTGAGCGTGGTGAC 
 651 GCACGTGGATACCCCAGC 
 yjgB GGCATAGCTTTTTATCATCGAC 
 ytfT_2 TTGCTGGTGCTGCTGGTCG 
 ymfQ ACAGCTTGCTGTCCTGTGC 
 glyS ACTGCGCGAACTGTTCCTG 
 insL AGCTGAGCCCATGCAGTGAC 
 GI-a GCGTAAACCCCGGGCTTATCC 
 GI-c CATCTGCACCTTCTGAACTATC 
 GI-e TCTCTGTTAATGCGGGAATACTG 
 c304E TAAGCCTTTGAATTTACAAGTAC 
 yiaV GTGCATTACCTTTATCTCGATC 
 yehI GCCACGGTAATTCCTTGTCC 
 dmnA TACCCATGACCAGCTTGTCG 
 manB_F1 CCATCTACGGTGGCGAAATGAG 
 GI-b GTTACGGGCGTGCTTACTCCC 
 GI-d TCGTATTGCATGGTAACTGCTG 
 GI-f CTCCGCCAGAATCTGGAAGAG 
 c398A GGACTCCAAAATCAATATAACTG 
 yiaU TTACAACTTAAGTACCGGGAG 
 metG TCACCTTTGACGACTTCGCC 
 rfbX_F1 CACGTACCAGTGGTTTCGGATTG 
 c36 CCAAAGGCGAATGCCAGGG 
 ompW (2.) GAATTCCTCTTTTGCCCACTC 
 aqpZ AACTGTGGTTCTTCTGGGTG 
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Platte             Name                                Sequenz (5´→ 3´)  
 
c310-flu GTGTTATGCCATGACGGTCC 
 c204 GAAAGCGTCACCACGTGAAAACATG 
 c381 GGAAAAAGGATATATACACTCTGCAGG 
 rfaD CGATGTTGCTGCCGATAAAGCC 
 tnpA TGACGTTAACCCTACCTACC 
 c491+ GGGATCTGGACATTCTCGC 
 dicB CCAAAAGGATGTGCACAATG 
 ybjE TTTAACGCAGCTTGTTGGCG 
 c194 GTGAATGATAGTTTAACGATGACG 
 c332 CTGTATTCCGGTAATAGCCGAAGG 
 c190+ GACTAAAAGCGCCTTTCATTGCAG 
 kbl CTGCTGATAAAATTCTCCACGC 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7.1: BLASTp Analyse der Proteine McsA (A) und McsB (B). 
McsA zeigt Homologien zu Sekretionsproteinen der HlyD-Familie. McsB 
hat eine bis zu 90 %ige Homologie zu ABC Transportern. Es sind jeweils 
die Treffer mit der höchsten Homologie dargestellt. 
A B 
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Tabelle 7.3 Ergebnisse der DNA-Microarray-Genotypisierung. 
Sonden EHEC 86-24 EHEC DD EHEC FO2 
Biotin-Marke_2,5µM 0,84 0,82 0,85 
K88ab_10 0,00 0,01 0,00 
astA_consens_10 0,80 0,00 0,00 
bfpA_10 0,00 0,01 0,00 
cba_10 0,00 0,01 0,00 
ccl_10 0,04 0,01 0,00 
cdtB_40 0,01 0,02 0,00 
cdtB_50 0,01 0,01 0,00 
cdtB_60 0,00 0,00 0,00 
celb_10 0,00 0,00 0,00 
cfa_c_10 0,01 0,01 0,00 
cma_20 0,01 0,01 0,00 
cnf1_20 0,00 0,01 0,00 
cofA_10 0,00 0,00 0,00 
eae_consensus_10 0,80 0,00 0,09 
eae_consensus_20 0,71 0,01 0,00 
eae_consensus_30 0,83 0,01 0,00 
eae_consensus_40 0,81 0,01 0,00 
espB_O157_20 0,17 0,02 0,02 
espB_O26_40 0,06 0,03 0,02 
f17-A_40 0,01 0,01 0,00 
f17-A_50 0,01 0,01 0,00 
f17-A_60 0,02 0,02 0,00 
f17-G_20 0,00 0,01 0,00 
fanA_10 0,00 0,01 0,00 
fasA_10 0,01 0,01 0,00 
fedA_10 -0,01 0,01 0,00 
fedF_10 0,00 0,00 -0,03 
fim41a_10 0,00 0,01 0,00 
fl-H-NM_11 0,01 0,00 0,01 
fl-H40_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-5p_11 0,69 0,31 0,00 
fliC-5p_12 0,41 0,54 0,00 
fliC-5p_13 0,00 -0,01 0,78 
fliC-5p_14 0,01 0,01 0,50 
fliC-5p_15 0,01 0,01 0,64 
fliC-H01_11 0,01 0,01 0,00 
fliC-H01_12 0,01 0,01 0,00 
fliC-H01_13 0,00 0,01 0,01 
fliC-H02_11 0,00 0,00 0,81 
fliC-H04_11 0,01 0,78 0,00 
fliC-H05_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-H06_11 0,00 0,00 0,00 
fliC-H07_11 0,79 0,00 -0,01 
fliC-H07_12 0,64 0,00 0,00 
fliC-H08_11 0,00 0,00 -0,01 
fliC-H09_11 0,01 0,00 0,01 
fliC-H10_11 0,01 -0,01 0,00 
fliC-H11_11 0,01 0,00 0,01 
fliC-H12_11 0,01 0,00 -0,01 
fliC-H14_11 0,00 0,01 0,01 
fliC-H15_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-H16_11 0,01 0,01 0,00 
fliC-H18_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-H19_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-H20_11 0,02 0,00 0,00 
fliC-H21_11 0,00 0,00 0,00 
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Sonden EHEC 86-24 EHEC DD EHEC FO2 
fliC-H23_11 0,00 0,00 0,00 
fliC-H24_11 0,02 -0,01 0,00 
fliC-H25_11 -0,01 0,00 0,00 
fliC-H26_11 0,00 0,00 0,00 
fliC-H27_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-H28-H46_11 0,01 0,01 0,00 
fliC-H28_11 0,01 0,01 0,00 
fliC-H29_11 0,01 0,03 0,00 
fliC-H30_11 0,01 0,01 0,00 
fliC-H31_11 0,00 0,00 0,00 
fliC-H32_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-H33_11 0,02 0,00 0,00 
fliC-H34_11 0,02 0,00 0,01 
fliC-H37_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-H38_11 0,00 0,00 0,00 
fliC-H39_11 0,00 0,00 0,01 
fliC-H41_11 0,00 0,00 0,00 
fliC-H42_11 0,01 0,00 0,00 
fliC-H43_11 0,00 0,00 -0,01 
fliC-H45_11 0,00 0,00 0,00 
fliC-H46_11 0,07 0,07 0,02 
fliC-H46_12 0,06 0,00 0,00 
fliC-H48_11 -0,01 0,01 0,00 
fliC-H49_11 0,01 0,01 0,00 
fliC-H51_11 0,10 0,05 0,01 
fliC-H52_11 -0,01 0,00 0,00 
fliC-H56_11 0,00 0,01 0,00 
fljA_11 0,00 0,00 0,00 
flkA-H03_11 0,01 0,00 0,00 
flkA-H53_11 -0,10 0,00 0,01 
flmA-H54_11 0,00 0,00 0,08 
gad_10 0,63 0,68 0,58 
hlyA_20 0,81 0,00 0,73 
hlyE_10 0,00 0,00 0,00 
hp_aac3_611 0,00 0,00 0,00 
hp_aac3_612 0,00 0,00 0,00 
hp_aac3_613 0,01 0,00 0,00 
hp_aac3_614 0,01 0,00 0,00 
hp_aac3_615 0,01 0,01 0,00 
hp_aac6_611 0,01 0,00 0,00 
hp_aac6_612 0,01 0,00 0,00 
hp_aac6_613 0,03 0,01 0,00 
hp_aac6_614 0,01 0,00 0,00 
hp_aac6_615 0,01 0,00 0,00 
hp_aac6_616 0,00 0,01 0,00 
hp_aac6_617 0,00 0,00 0,00 
hp_aac6_618 0,00 0,01 0,00 
hp_aac_aph_611 0,00 0,01 0,00 
hp_aadB-2_611 0,00 0,00 0,01 
hp_aadB_611 0,00 0,01 0,00 
hp_aphA-var4_611 0,00 0,00 0,00 
hp_aphA-var5_611 0,00 0,00 0,00 
hp_aphA_611 0,00 0,04 0,00 
hp_armA_611 -0,01 0,00 0,00 
hp_arr-1_611 0,01 -0,01 0,00 
hp_arr-4_611 0,00 0,00 0,00 
hp_arr-5_611 0,00 0,00 0,00 
hp_arr-6_611 0,00 0,00 0,16 
Anhang 
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Sonden EHEC 86-24 EHEC DD EHEC FO2 
hp_blaCMY_611 0,01 0,03 0,00 
hp_blaCMY_612 0,01 0,00 0,00 
hp_blaKHM-1_611 0,00 0,00 0,00 
hp_blaMOX-CMY9_611 0,02 0,02 0,00 
hp_blaMOX-CMY9_612 0,12 0,12 0,07 
hp_blaMOX-CMY9_613 0,01 0,01 0,00 
hp_ble_611 0,00 0,00 0,00 
hp_cif_611 0,00 -0,01 0,01 
hp_dnaE_612 0,78 0,75 0,80 
hp_dnaE_613 0,75 0,69 0,75 
hp_eaaA_611 0,01 0,00 0,74 
hp_eatA_611 -0,01 0,00 0,00 
hp_efa1_611 0,00 0,00 0,00 
hp_epeA_611 0,00 0,01 0,00 
hp_ereA_611 0,00 0,00 0,00 
hp_ereA_612 0,00 0,00 0,00 
hp_ereB_611 0,04 0,00 0,11 
hp_ereB_612 0,00 0,00 0,00 
hp_ermB_611 0,01 0,00 0,00 
hp_ermB_612 0,01 0,00 -0,01 
hp_espA_Crod_611 0,04 0,03 0,01 
hp_espA_O103H2_611 0,00 0,00 0,02 
hp_espA_O119H6_611 0,00 0,00 0,00 
hp_espA_O127H7_611 0,00 0,00 0,00 
hp_espA_O157H11_611 0,66 0,00 0,00 
hp_espA_O49H12_611 0,01 0,00 0,00 
hp_espA_O55H7_611 0,00 0,00 0,00 
hp_espA_O8_611 0,00 0,00 0,00 
hp_espC_611 0,01 0,00 0,00 
hp_espF_611 0,80 0,00 0,00 
hp_espF_612 0,35 0,00 0,00 
hp_espF_Crod_611 0,00 0,00 0,00 
hp_espF_O103H2_611 0,00 0,00 0,02 
hp_espF_O103H2_612 0,04 0,01 0,01 
hp_espI_611 0,00 0,00 0,82 
hp_espJ_611 0,83 0,01 0,00 
hp_espJ_612 0,00 0,00 0,00 
hp_espP_611 0,83 0,00 0,00 
hp_etpD_611 0,82 0,00 0,00 
hp_ges-1_611 0,01 -0,01 0,00 
hp_gim1_611 0,00 0,00 0,00 
hp_grm_611 0,02 0,01 0,00 
hp_hemL_612 0,70 0,62 0,48 
hp_iha_611 0,79 0,77 0,80 
hp_imi3_611 0,00 0,00 0,00 
hp_imp_611 0,00 0,01 0,00 
hp_imp_612 0,00 0,00 0,00 
hp_imp_613 0,00 0,00 0,00 
hp_imp_614 0,00 0,00 0,00 
hp_imp_615 0,00 0,00 0,00 
hp_imp_616 0,00 0,00 0,00 
hp_imp_617 0,03 0,01 0,00 
hp_katP_611 0,83 0,00 0,00 
hp_kpc4_611 0,02 0,02 0,02 
hp_lap1_611 0,00 0,01 0,00 
hp_lpfA_611 0,00 0,66 0,60 
hp_mph2_611 0,01 0,01 0,00 
hp_mphA_611 0,00 0,00 0,00 
Anhang 
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Sonden EHEC 86-24 EHEC DD EHEC FO2 
hp_mphBM_611 0,04 0,05 0,01 
hp_mphB_611 0,05 0,03 0,04 
hp_mphD_611 0,01 0,00 0,00 
hp_mrx_611 0,02 0,00 0,00 
hp_nleA_611 0,81 0,00 0,00 
hp_nleA_612 0,65 0,00 0,00 
hp_nleA_613 0,80 0,00 0,00 
hp_nleA_614 0,29 0,01 0,00 
hp_nleB_611 0,80 0,01 0,00 
hp_nleB_O157H7_611 0,76 0,01 0,00 
hp_nleB_Styp_611 0,00 0,01 0,00 
hp_nleC_611 0,82 -0,01 0,00 
hp_npmA_611 0,00 0,00 0,00 
hp_oxa_611 0,01 0,00 0,00 
hp_oxa_612 0,00 0,00 0,00 
hp_oxa_613 0,00 0,00 0,00 
hp_oxa_614 0,00 0,00 0,00 
hp_oxa_615 0,01 0,00 0,01 
hp_oxa_616 0,02 0,01 0,00 
hp_oxa_617 0,00 0,00 0,00 
hp_oxa_618 0,06 0,04 0,00 
hp_per1_611 0,00 0,00 0,00 
hp_per2_611 0,00 0,00 0,00 
hp_pic_611 0,00 0,78 0,01 
hp_qepA_611 0,02 0,00 0,00 
hp_qnrD_611 0,01 0,01 0,00 
hp_rmtA_611 0,02 0,04 0,00 
hp_rmtB_611 0,00 0,01 0,00 
hp_rmtC_611 0,01 0,01 0,00 
hp_rmtD_611 0,00 0,00 0,00 
hp_rpeA_611 0,00 0,01 0,00 
hp_rrs_611 0,80 0,72 0,75 
hp_rrs_612 0,70 0,69 0,72 
hp_saa_611 0,00 0,00 0,00 
hp_sat_611 0,00 0,00 0,00 
hp_sepA_611 0,00 0,75 0,00 
hp_sfh1_611 0,00 0,00 0,00 
hp_sigA_611 0,00 0,82 0,00 
hp_sme1_611 0,00 0,00 0,00 
hp_sph_611 0,01 0,00 0,00 
hp_spm1_611 0,00 0,00 0,00 
hp_stxA2_611 0,00 0,00 0,00 
hp_stxA2_613 0,00 0,00 0,00 
hp_stxA2_614 0,83 0,82 0,00 
hp_stxA2_615 0,01 0,00 0,83 
hp_stxA2_616 0,00 0,01 0,00 
hp_stxA2_617 0,00 0,00 0,00 
hp_stxA2_618 0,80 0,79 0,79 
hp_stxB2_612 0,01 0,00 0,83 
hp_stxB2_613 0,47 0,30 0,82 
hp_stxB2_614 0,78 0,75 0,26 
hp_stxB2_615 0,00 0,00 0,00 
hp_subA_611 0,01 0,00 0,03 
hp_tccP_611 0,83 0,01 0,00 
hp_tccP_612 0,82 0,01 -0,01 
hp_tet37_611 0,01 0,00 0,00 
hp_tetX_611 0,01 0,00 0,00 
hp_tir_4051.6_611 0,03 0,01 0,00 
Anhang 
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Sonden EHEC 86-24 EHEC DD EHEC FO2 
hp_tir_MPEC_611 0,00 0,00 0,08 
hp_tir_NTH19_611 0,01 0,01 0,00 
hp_tir_O103H2_611 0,03 0,03 0,00 
hp_tir_O111_611 0,00 0,00 0,00 
hp_tir_O157H45_611 0,00 0,00 0,00 
hp_tir_O157H7_611 0,82 0,00 0,00 
hp_toxB_611 0,83 0,00 0,04 
hp_toxB_612 0,80 0,02 0,02 
hp_toxB_613 0,83 0,01 0,00 
hp_tsh_611 0,00 0,00 0,00 
hp_vatE_611 0,01 0,01 0,00 
hp_vatE_612 0,00 0,01 0,00 
hp_vat_611 0,00 0,00 0,00 
hp_veb1_611 0,00 0,01 0,00 
hp_vim_611 0,23 0,20 0,02 
hp_vim_612 0,06 0,03 0,04 
hp_vim_613 0,30 0,25 0,09 
ipaD_10 0,00 0,00 0,00 
ipaH9.8_20 0,00 0,01 0,00 
ireA_20 0,00 0,00 0,56 
iroN_10 0,02 0,01 0,01 
isla29-O145_11 0,00 0,01 0,00 
iss_10 0,05 0,01 0,76 
lngA_20 0,01 0,01 0,00 
ltcA_20 0,00 0,01 0,00 
mchB_10 0,01 0,78 0,81 
mchC_20 0,02 0,77 0,79 
mchF_10 0,00 0,67 0,66 
mcmA_10 0,01 0,00 0,00 
nfaE_10 0,00 0,01 0,00 
perA_10 0,05 0,03 0,04 
perA_20 0,04 0,02 0,03 
pet_20 0,00 0,00 0,00 
prfB_30 0,03 0,01 0,00 
prob_aac3IVa_1 0,03 0,00 0,00 
prob_aac3Ia_1 0,01 0,01 0,00 
prob_aac6Ib_1 0,01 0,01 0,01 
prob_aadA1_1 0,01 0,01 0,00 
prob_aadA2_1 0,00 0,00 0,00 
prob_aadA4_1 0,01 0,00 0,00 
prob_acc1_11 0,00 0,01 0,00 
prob_acc2_11 0,01 0,01 0,00 
prob_act1_11 0,22 0,11 0,16 
prob_ant2Ia_1 0,03 0,00 0,00 
prob_catA1_11 0,00 0,00 0,00 
prob_catB3_11 0,03 0,00 0,00 
prob_catB8_12 0,05 0,00 0,00 
prob_catIII_1 0,02 0,00 0,00 
prob_cmlA1_11 0,01 0,00 0,00 
prob_cmy_11 0,04 0,00 0,02 
prob_ctxM1_11 0,00 0,51 0,00 
prob_ctxM1_12 0,00 0,02 0,00 
prob_ctxM26_11 0,00 0,00 0,00 
prob_ctxM2_11 0,00 0,01 0,00 
prob_ctxM8_11 0,00 0,01 0,00 
prob_ctxM9_11 0,00 0,00 0,00 
prob_ctxM9_12 0,01 0,01 0,00 
prob_dfr12_11 0,01 0,08 0,00 
Anhang 
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Sonden EHEC 86-24 EHEC DD EHEC FO2 
prob_dfr13_11 0,04 0,07 0,24 
prob_dfrA14_21 0,01 0,00 0,00 
prob_dfrA15_1 0,04 0,01 0,03 
prob_dfrA17_11 0,05 0,65 0,00 
prob_dfrA19_1 0,03 0,01 0,01 
prob_dfrA1_21 0,01 0,00 0,00 
prob_dfrA1_22 0,08 0,00 0,00 
prob_dfrA7_11 0,01 0,72 0,00 
prob_dfrA7_12 -0,02 0,76 0,00 
prob_dfrV_21 0,18 0,08 0,04 
prob_dha1_1 0,00 0,00 0,03 
prob_floR_11 0,00 -0,01 0,00 
prob_fox_11 0,02 0,00 0,00 
prob_gapA_611 0,75 0,74 0,74 
prob_ihfA_611 0,80 0,74 0,77 
prob_intI1_1 0,00 0,55 0,00 
prob_intI2_11 0,00 0,00 0,09 
prob_len1_11 0,00 0,00 0,00 
prob_mox_1mm 0,01 0,00 0,00 
prob_mox_1pm 0,00 0,00 0,00 
prob_oxa1_21 0,01 0,00 0,00 
prob_oxa2_11 0,00 -0,01 0,00 
prob_oxa7_11 -0,02 0,00 0,00 
prob_oxa9_11 0,01 0,01 0,00 
prob_per2_1 0,00 0,00 0,01 
prob_pse1_1mm 0,00 0,00 0,00 
prob_pse1_1pm 0,01 0,01 0,00 
prob_qnrB_11 0,14 0,01 0,27 
prob_qnrB_12 0,02 0,01 0,01 
prob_qnrS_11 0,01 0,00 0,00 
prob_qnr_11 0,02 0,00 0,00 
prob_qnr_12 0,26 0,04 0,10 
prob_shv1_11 0,01 0,00 0,00 
prob_strA_611 0,01 0,24 0,00 
prob_strB_611 0,01 0,68 0,00 
prob_sul1_11 0,00 0,57 0,00 
prob_sul2_11 0,02 0,59 0,00 
prob_sul3_11 0,01 0,01 0,00 
prob_tem1_1 0,03 0,82 0,01 
prob_tetA_11 0,01 0,37 0,00 
prob_tetB_11 0,00 0,00 0,00 
prob_tetC_11 0,00 0,04 0,00 
prob_tetD_1 0,00 0,00 0,00 
prob_tetE_11 0,01 0,00 0,00 
prob_tetG_11 0,01 0,01 0,00 
prob_tetG_12 0,01 0,00 0,01 
rfbE-O157_11 0,70 0,01 0,00 
rfbU-O157_11 0,54 0,01 0,00 
senB_20 0,01 0,01 0,81 
sfaS_10 0,01 0,01 0,02 
sil-inv-O145_11 0,01 0,09 0,00 
sil-inv-O157_11 0,74 0,00 0,00 
sil1-O157_11 0,63 0,00 -0,01 
sil2-O157_11 0,64 0,01 0,00 
sta1_110 0,00 0,01 0,00 
sta2_210 0,00 0,01 0,00 
stb_10 0,00 0,01 0,00 
stx1A_10 0,00 0,00 0,81 
Anhang 
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Sonden EHEC 86-24 EHEC DD EHEC FO2 
stx2A_10 0,83 0,81 0,79 
virF_20 0,06 0,03 0,03 
wbdA-O9_11 0,00 0,00 0,00 
wbdA-O9a_11 0,00 0,00 0,00 
wbdH-O111_11 0,01 0,00 0,01 
wbdM-O111_11 0,02 0,00 0,00 
wbdU-O79_11 0,00 0,00 0,00 
wz-O101_11 0,00 0,00 0,00 
wzm-O52_11 0,00 0,00 0,00 
wzx-O103_11 0,00 0,00 0,00 
wzx-O104_11 0,02 0,78 0,01 
wzx-O111_11 0,00 0,00 0,00 
wzx-O113_11 0,00 0,00 0,00 
wzx-O114_11 0,01 0,00 0,00 
wzx-O121_11 0,01 0,00 0,00 
wzx-O128_11 0,03 0,01 0,79 
wzx-O157_11 0,82 0,00 0,00 
wzx-O15_11 0,00 0,00 0,00 
wzx-O172_11 0,00 0,00 0,00 
wzx-O26_11 0,00 0,00 0,00 
wzx-O55_11 0,02 0,00 0,00 
wzx-O6_11 0,00 0,01 0,00 
wzx-O79_11 -0,01 0,01 0,00 
wzx-O7_11 0,00 0,01 0,00 
wzx-O86_11 0,01 0,01 0,00 
wzx-O8_11 0,01 0,00 0,00 
wzx-O91_11 0,01 0,02 0,00 
wzx-O9_11 0,01 0,00 0,00 
wzy-O103_11 0,00 0,00 0,00 
wzy-O104_11 0,01 0,77 0,00 
wzy-O111_11 0,01 0,00 0,00 
wzy-O113_11 0,01 0,00 0,00 
wzy-O114_11 0,00 0,00 0,01 
wzy-O121_11 0,00 0,00 0,00 
wzy-O128_11 0,00 0,01 0,69 
wzy-O15_11 0,00 0,00 0,00 
wzy-O172_11 0,00 0,00 0,00 
wzy-O26_11 0,00 0,00 0,00 
wzy-O4_11 0,01 0,01 0,01 
wzy-O53_11 0,00 0,00 0,01 
wzy-O55_11 0,01 0,00 0,00 
wzy-O6_11 0,01 0,00 0,01 
wzy-O7_11 0,01 0,00 0,00 
wzy-O86_11 0,01 0,00 0,00 
wzy-O8_11 0,01 0,00 -0,01 
wzy-O91_11 0,01 0,01 0,00 
wzy-O9_11 0,00 0,00 0,01 
Positive Signale sind grün markiert. Interne E. coli-Kontrollen sind rot geschrieben. 
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